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MEME KANSERI OLGULARINDA ILISKiLI TUMOR SUPRESOR GENLERIN
METILASYON VE EKSPRESYON DURUMLARININ KARSILASTIRILMASI

Yalin Kilig, Tip Fakiiltesi, valin.kiliclwdeu.edu.tr

OZET

Amag: Bireysel tedavi modalitelerinin giderek 6n plana ¢iktig1 yeni ¢agda, genetik temel
tizerinde gelisen kanserin siniflandirmasinin molekiiler diizeyde yapilmasinin énemi kabul
goriirken, hasta timor 6rneklerinin genetik ve epigenetik durumlarinin incelenmesi hastalik
hakkinda tani, tedavi ve prognoz ile iliskili detaylarin bilinmesine yol agacaktir.

Yontem: Tiimor siipresor gen olarak kabul géren 23 genin invazif meme timorii dokusundaki
ekspresyon diizeyleri ile bu genlerin promotor bdlgelerinin metilasyon durumlarini
inceleyerek, meme tiimoriiniin histopatolojik prognostik bulgular1 ve hastalarin bazi
demografik bilgileri ile iligkisi degerlendirdik. Ekspresyon c¢alismalar1 igin qRT-PCR,
epigenetik caligmalar i¢in ise mMLPA yontemini kullandik.

Bulgular: Meme tiimorlerinde, saglikli normal bireylere kiyasla her bir hastada ortalama
olarak incelenen igerisinde %38’inin ekspresyonunda azalma, %47’sininkinde artma oldugu;
komsu normal dokularin ekspresyon profillerinin normal dokulardan farkli oldugu, her
hastada en azindan 17 genin ekspresyonunun gen basina ortalama 17,1 kat degistigi gortildii.
Ayni genlerin promotor bolgelerinde ise hasta basina ortalama %14 gende hipermetilasyon
saptandi. Komsu normal dokularda da daha nadiren ve diisilk oranda ve metilasyon
gozlenirken, saglikli normal dokularda gbzlenmedi. En biiyiik oranda ekspresyon
degisiklikleri azalma ve artma yoniine sirastyla ESR1 ve TP53’de izlendi. En sik metile olan
gen ise RASSF1 idi. RASSF1, TIMP3, CDHI13 ve ESR1 ekspresyonlarindaki azalma siklikla
birliktelik gosteritken, CDH13 azalirken CD44’iin anlamli bir iliski ile arttifi gozlendi.
BRCA1’de gozlenen azalmanin ve CD44 ile BRCA2’deki artmanin uzak metastaz ile; ESR1
ve CDHI1’deki azalma ile CD44’iin artisinin hormonal tedaviye yanitsizlik, artmis mitotik
aktivite ve kotii prognoz ile iligkili oldugu goriildii. ER ve HER2 negatif timorlerde ESR1’in

azaldig1 ve CD44’lin arttig1 gozlendi. ESR1 ekspresyonunun ayrica duktal tip tlimorlerde
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belirgin derecede azalirken, mikt tip tiimorlerde degismedigi goriildii. Gen ekspresyonunun
azalmasmin, BRCA1 geni i¢in promotor bdlgesinde metilasyon varligi ile iligkilendirilmesi
miimkiin oldu. Diger genler i¢in boyle bir iliski saptanamadi.

Sonug¢: Molekiiler analizlerin meme kanserinin karakteri hakkinda bilgi verici oldugu agiktir.
Ancak hi¢ siiphe yok ki, daha giiglii istatistiksel sonuglart elde etmek icin veri madenciligi
olarak isimlendirilen, kiimeleme ve ¢ok degiskenli regresyon hesaplamalarinin
kombinasyonundan olusan ileri istatistiksel analizlerin uygulanabilecegi genis hasta gruplari
ile ¢alismalar yapilmasi son derece onemlidir. Bu sebeple, genis gruplar ile ¢ok degerli
caligmalarin hizli ve giivenilir sekilde yapilmasina imkan saglayacak tiimor biyobankalarinin
olusturulmasi ve devamliliginin saglanmasi dncelikli hedeflerden olmalidir.

Anahtar Kelimeler: meme kanseri, g-RT-PCR, m-MLPA, tiimor belirteci



BENCHMARKING OF METHYLATION AND EXPRESSION STATUS OF RELEVANT
TUMOR SUPPRESSOR GENES IN BREAST CANCER

ABSTRACT

Objective: In the era of personalized treatment modalities when the molecular classification
of the cancer which is developed on genetic basis, investigating the genetic and epigenetic
status of tumor samples of patients will lead the details about diagnosis, treatment and
prognosis to be valued.

Method: We investigated the expression levels and the methylation status of promoters of 23
genes which are accepted as tumor suppressors in invasive breast cancer tissue and evaluated
with the histopathologic prognostic findings and demographic informations belongs to the
patient. qRT-PCR and mMLPA techniques were recruited for expression and epigenetic
studies, respectively.

Results: We found 38% and 47% of the genes to be down and up regulated, respectively, in
comparison to healthy normal tissues; the adjacent normal tissues showed a significant
difference from healthy normal tissues, at least 17 of the genes are regulated in either way and
17,1 fold per gene in average. The 14% of the promoter regions belonging to same genes
showed hypermethylation. The adjacent tissues showed a lower rate of methylation while
healthy normals showed none. The most prominent changes in expression belonged to ESR1
and TP53 in means of decrease and increase, respectively. The most frequently methylated
gene was RASSF1. The downregulation patterns of RASSF1, TIMP3, CDH13 and ESR1
showed similarities, when decrease in level of CDH13 level is related with higher levels of
CD44 significantly. The decrease in expression of BRCA1 and increase in CD44 and BRCA2
is related with the distant metastasis; decrease in ESR1, CDHI13 and increase in CD44 is
related with resistance to hormonal therapy, increased mitotic activity and bad prognosis.
ESR1 is found to be decreased while CD44 is increased in ER and HER2 negative tumors.
ESRI1 expression is also reduced in ductal type, but did not change significantly in mixed
tumors. The decrease in expression levels of BRCA1 gene could be associated with the

presence of methylation in the respective promotor area. No other such relations with other
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genes could be addressed.

Conclusion: It is obvious that molecular analyses are informative about the character of
breast cancer. Molekiiler analizlerin meme kanserinin karakteri hakkinda bilgi verici oldugu
aciktir. But without doubt, performing studies in large patient groups where advanced
statistical analysis of combination of clustering and multivariate regression calculations,
called data mining, can be applied is extremely important. So, it has to be among primary
goals to form and maintain tumor biobanks which can enable fast and reliable practicing of
precious studies in large groups.

Keywords: breast cancer, -RT-PCR, m-MLPA, tumor marker



I. GIRiS VE AMAC

Meme kanseri, hem gelismis hem de gelismekte olan {ilkelerde kadinlar arasinda en
stk goriilen kanser tipidir ve gelismis iilkelerde en sik, gelismekte olan iilkelerde ise ikinci
siklikla kanserden 6liim nedenidir. Kadinlar arasinda ise en 6nde gelen kanser 6liim nedenidir
[1,2]. Batilasmis toplumlarda en azindan son 25 yildir meme kanser insidansi yaklasik %30
artis gosterirken, ABD’de mamografi kullanimi ve hormon replasman tedavisine baglanan
nedenlerle 2001-2004 yillar1 arasinda meme kanser insidansinin azaldigi goriilmiistiir [2].
Diger taraftan nedeni tam olarak anlasilmamakla birlikte {ireme, beslenme 6zelliklerinin
degismesi ve fiziksel aktivitenin azalmasina baglanan nedenlerle Asya ve Afrika’da gelisen
iilkelerde insidans orani artmistir [2]. Ancak meme kanser insidansinin artmasina ragmen son
25 yildir bazi iilkelerde mortalite orani sabit kaldi ya da azalmistir [1,3]. Gelismis iilkelerde
mortalite oraninin azalmasi, mammografi ile erken taninin konmasi ve gelistirilen tedavilere
baglanabilir [4]. Meme kanseri olusumundan sorumlu olarak tanimlanan risk faktorlerinin
cogu (yas, aile hikayesi, ilk hamilelik yasi, erken menars, ge¢ menopoz, meme yogunlugu,
vb.) degistirilebilir faktorler degildir [5].

Tirkiye'de de 1990 yilindan itibaren kanser en sik goriilen 2. 6liim nedeni ve
Tiirkiye'de ve Izmir’de kadinlarda en sik goriilen kanser tipi meme kanseri olarak ortaya
¢ikmaktadir [6,7].

Tiimdr evrelendirme sistemi TNM, hastalarin prognozunu gdstermesi, tedavi planlarinda
yol gosterici olmas1 ve uygulanan tedavi etkilerinin takibine yardimci olmasi sebebiyle 1953
yilindan beri ortak dil olmustur [8]. Ancak meme kanserinin tedavi anlayisi, son 20 yil i¢cinde
Ostrojen Reseptérii (ER) ve Insan epitel Biiyiime Faktorii Reseptorii 2 (HER2) sinyal yolagimi
hedefleyen tedavilerle birlikte degisti. Artik tedavi se¢iminde, hastaligin dogal seyriyle iliskili
olup sistemik adjuvan tedavinin yoklugunda sag kalim ile iligkili olan prognostik faktorler ve
tedaviye verilecek yanit ile iliskili ol¢timler olan Ongoriisel faktorler degerlendirilmektedir.
Ancak giinlimiizde kullanilan kesin prognostik ve prediktif faktorlerin kisitlhiligi nedeniyle
hastalarin bir bolimii tedaviden yararlanamamaktadir. Mevcut prognostik faktorlere gore

siiflandirildiginda, diisiik riskli hastalarin bir kismi niiksedebilir ya da yiiksek riskli gruba
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dahil hastalarda niiks goriilmeyebilir. Daha gen¢ kadinlara uygulanan daha agresif tedaviler
uzun donemde sekellere yol agabilir. Diger saglik problemlerinin varlig1 nedeniyle daha yagh
kadinlar agresif tedavinin toksisitelerine daha duyarli olabilir. Tedavinin ana hedefi yalnizca
hastaliksiz sag kalim degil, ayn1 zamanda toplam yasam siiresi ve yasam kalitesi de
oldugundan toksisiteden kacinmak i¢in adjuvan sistemik tedaviden yarar gorebilecek
hastalarin se¢iminde kullanilabilecek yeni faktorlerin kesfedilmesini amaglayan calismalar
yapilmaktadir.

Kanser dokusuna uygulanabilecek her molekiiler analitik yontem potansiyel olarak
prognostik ve ongortisel faktorleri tespit etme giiciine sahiptir. qRT-PCR ve microarray gibi
molekiiler tekniklerle gerceklestirilen gen ekspresyon profilleri ile meme kanserinin
heterojenitesini aciklama ¢abalar1 tiimoriin molekiiler smiflamasini giindeme soktu ve
sporadik meme kanserleri arasinda gen ekspresyon farkliliklarini belirleyen ilk kapsamli ve
cigir agan girisim 2000 yilinda Perou ve arkadaglar tarafindan gercgeklestirilerek meme
timorleri 4 ana gruba ayrildi [9]. Ancak meme kanserinin molekiiler alt gruplarint kiiciik
gruplartyla birlikte tanimlayacak standardize yontemlerin gelistirilmesi, prognostik ve
ongoriisel gostergelerin ¢ok daha biiylik hasta gruplarini igeren klinik ¢alismalarla birlikte
denenmesi, molekiiler tiplerin yeni alt gruplarinin ortaya ¢ikmasina yol agmasi, bu gruplarin
tedaviyi yonlendirmesi beklenen gelismelerdir.

Ayrica, nod negatif meme kanserinde adjuvan kemoterapi Onerilen meme kanseri
vakalarinin bir boliimiiniin adjuvan tedavi almadan tedavi olmasi ve hastalarin tedaviye
verdikleri yanitlarin farkliligi, hastalarin niiks risklerine gore tanimlanmasini saglayacak,
tedaviye verilecek yanit1 dngorebilecek molekiiler yaklagimlar1 glindeme getirdi. Microarray
ve diger yliksek islem hacmine sahip deneylerde ¢coklu degiskenlerin test edilmesi, prognostik
ve prediktif caligmalarin yiiriitiilmesi i¢in hem yontemsel hem de istatiksel degisikliklere
sebep oldu. FDA (Food and Drug Administration), 2007 yilinda yayinlanan taslak kilavuzla
tek bir laboratuvar tarafindan gelistirilen, tek bir laboratuvarda uygulanan ve klinik
laboratuvar hizmetleri olarak sunulmaya baslayan yeni genetik testleri, /n Vitro Diagnostic
Multivariate Index Assays: Viicut Dist Cok Degisken Endeksli Tam Testleri (IVDMVIA)
olarak isimlendirerek, bunlar1 diizenleme otoritesine sahip oldugunu agikladi; boylece yeni

testlerin gelistirilmesi ve klinik kullaniminin yolunu agmistir [10].



Diger taraftan, epigenetik degisiklikler sebebiyle niikleotit dizilerinde degisiklik
yaratilmadan gen ekspresyonu degisebilmektedir. Memeli genomunda promoter bolgelerde
yer alan CpG adalarindaki sitozin rezidiilerinin metilasyonu, en iyi karakterize edilen
epigenetik degisimdir. Son yillarda bu degisimler, memeli hiicrelerinde gen ekspresyonunun
reglilasyonunda en Onemli mekanizma olarak tanimlanirken, timor gelisimi ve
progresyonunda da etkin oldugu kabul edilmektedir [11].

Bireysel tedavi modalitelerinin giderek on plana ¢iktig1 bu ¢agda, genetik temel {izerinde
gelisen kanserin siiflandirmasinin molekiiler diizeyde yapilmasinin énemi kabul goriirken,
hasta tiimor Orneklerinin genetik ve epigenetik durumlarmin incelenmesi hastalik hakkinda
tani, tedavi ve prognoz ile iligkili detaylarin bilinmesine yol acacaktir.

Bu amag¢ dogrultusunda planlanan ¢alisma ile, tiimor siipresor gen olarak kabul goren
bazi genlerin invazif meme timdri dokusundaki ekspresyon diizeyleri ile bu genlerin
promotor bdlgelerinin metilasyon durumlar1 incelenmis, gozlemlerin sonuglari ile meme
timoriiniin histopatolojik prognostik bulgulart ve hatalarin bazi demografik bilgileri ile
iliskisi degerlendirilmistir. Meme tiimorii dokusunda s6z konusu genler ile ilgili promotor
bolgelerde metilasyon durumunun olup olmadigi, saglikli normal meme dokusu ile
karsilagtirildiginda ekspresyon diizeylerinin degisip degismedigi, bir degisiklik var ise bunun
metilasyona bagli olup olmadigi incelenmis; tiim hastalar icerisinde demografik bilgiler veya
histopatolojik prognostik skorlar ile agiklanabilecek herhangi bir alt grubun veya gruplarin
digerlerinden belirgin derecede farkli olup olmadigi analiz edilmistir. Ayrica calismada,
meme kanseri hastalarinda cerrahi timdér siirt disindaki histopatolojik olarak saglikli
gozlemlenen aliman meme dokulari ile bir adet benign meme lezyonu da benzer sekilde

incelenerek, normal ve tiimor dokularin profilleriyle karsilastirilmigtir.



II. GENEL BIiLGILER

1. MEME

1.1. Memenin Anatomisi

Erigkin bir kadinda meme bezi, 6n gogilis duvarinda pektoral fasyanin yiizeyel ve derin
tabakalar1 arasinda bulunur ve sternumun kenarindan 6n ve yan orta aksiller ¢izgiye kadar
uzanir [12].

Gelismis meme, asiniis, duktus, ve stromal elamanlardan olusur. Asiniisler memenin
salgl yapan birimidir. i¢leri kiiboid veya silindirik epitel ile ddselidir. Dis1 ise bag dokusu, kan
ve lenf damarlar1 ile sarilidir. Asiniisler bir araya gelerek lobiilleri, lobiiller de loblari
olusturur. Epitelyal parankim her biri ayr1 bir salgi kanal1 ile meme basina agilan 15-20 loptan
meydana gelir [12-15]. Her lopta 20-40 kadar lobiil icerir. Her duktus bir meme lobunu ve 20-
40 kadar lobiilii drene eder (Sekil 1). Her bir lobiilde toplayici duktus ¢evresinde gruplagsmis
sayilar1 10 ile 100 arasinda degisen asiniisler bulunur. Lobiiller meme bezinin esas yapisal
birimini olusturur. Geng¢ kadinlarda sayica fazla ve daha biiyiikk goriiniimdedirler.
Menopozdan sonra ise lobiillerin sayisi azalir ve her biri yalnizca birkag asiniis i¢eren kiigiik

tiniteler sekline dontigiir [13,14].
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Sekil 1. Memenin anatomisi



1.2. Meme Dokusunun Biyolojik Ozellikleri

Meme dokusu, embriyonal, ergenlik, gebelik, laktasyon, laktasyon sonrast ve menopoz
evreleri boyunca degisime ugrar. Yetiskinlerde meme epitel hiicrelerinin biiyiime,
diferansiyasyon ve regresyonu donemler halinde tekrarlanir. Hamilelik, laktasyon ve
invollisyonun her sikliisii hiicresel proliferasyon, fonksiyonel diferansiyasyon ve hiicre
Olimiiyle birliktedir. Bu gelisimsel basamaklar stromal epitel hiicre etkilesimleri ile, lokal

olarak rol oynayan steroid ve peptit hormonlar ile ve de sistemik olarak diizenlenir [16].

1.3. Meme Dokusu Epitel Hiicre Organizasyonu

Meme bezi, meme yag yastigi ve stromal konnektif dokunun igine goémiilii olarak
bulunan, siit iireten alveolar epitel hiicreleri ve duktal hiicreleri icerir. Meme epitel hiicreleri
polarize morfolojiye, Ozellesmis hiicre-hiicre etkilesimine ve bazal membrana spesifik
baglantilara bagimli olarak ii¢c boyutlu yap1 i¢inde organize olur. Komsu hiicrelerden gelen
mekanik gii¢ ve sinyaller de hiicresel organizasyonu etkiler (Sekil 2) [17]. Bu 6zellikler hiicre
proliferasyonu, sag kalim, diferansiyasyon, migrasyon ve siit sekresyonunun uygun kontrolii
icin gereklidir [18-20]. Transformasyona ugrayan meme epitel hiicresi organizasyon

yetenegini kaybeder [20].
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2. MEME KANSERIi

2.1. Karsinogenez

Hem deneysel modellerde kanser fenotipinin olusturulmasi, hem de insan kanser
hiicrelerindeki degisikliklerin gosterilmesi sirasinda onkogenleri baskin hale getiren, timor
stipresor genleri sessizlestiren ya da fonksiyonunu Onleyen mutasyonlar kesfedilmistir [21].
Cok basamakli siire¢ ile normal hiicrelerin malign hiicrelere transformasyonunu yoneten
hiicresel olaylar, kanserlerin ¢ogunun, belki de hepsinin ortak paylasimidir. Darwin’in evrim
teorisine uygun olarak, genetik ya da epigenetik olaylarla diger hiicrelere gore biliylime
avantaji kazanan hiicrelerin tiimor olusumuna yol agtig1 diistiniilmektedir [21].

Normal hiicre proliferasyonu iizerindeki homeostaz, kanser gelisimine direnci olusturur
ve kanser hiicresine donilisiim siirecinde bu engeller asilmalidir. Kanser hiicre genotipini
yansittigr kabul edilen homeostatik degisiklikler: biiylime sinyallerinde kendi kendine
yeterlilik, biiyiimeyi engelleyen sinyallere duyarsizlik, apoptozdan kurtulus, simnirsiz
cogalabilme giicli, devam eden anjiyogenez, doku invazyon ve metastaz yetenegi olarak

Ozetlenebilir (Sekil 3) [17,21].

Biiviime inhibisvonuna

duvarsizhk

Sekil 3. Kanser hiicresinin kazanimlari
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Biiyiime sinyallerinde kendi kendine yeterlilik: Normal hiicrelerin sessiz durumdan aktif
proliferatif duruma gecisinden once mitojenik sinyallere gereksinimi vardir. Bu sinyaller,
genellikle sinyal molekiillerinin transmembran reseptorlere baglanmasi ile hiicre igine geger.
Normal hiicrelerin ¢ogalma siirecinde biliylime sinyallerine bagimhiligi aciktir. Timor
hiicrelerinin, biiyiime sinyallerinin g¢ogunu kendi olusturdugu, bdylece normal doku
mikrogevresinden gelecek uyarilara bagimliligini azalttigr diisiiniiliir. Hiicre disindan gelen
uyarilardan bagimsiz davranig, doku igindeki hiicre tiplerinin uygun davranisi i¢in gerekli
isleyisi saglayan en oOnemli homeostatik mekanizma bozuklugudur. Kazanilan biiyiime
otonomisi baskin karakterde onkogenlerin aktivasyonu ile agiklanabilir. Biiylime faktorlerinin
(GF) sinyallerini hiicre i¢ine tasiyan hiicre ylizey reseptorleri tiimor patogenezi sirasinda
onemli hedeflerdendir. Bu reseptorlerin ¢ogu sitoplazmik domainlerinde tirozin kinaz
aktivitesine sahiptir ve bir ¢cok kanser tipinde fazla ekspresyonlar1 goriiliir. Reseptoriin fazla
ekspresyonu, fazla yanit vermesine neden olabilir [22]. Ornegin epidermal GF (EGF)
reseptorlerinden HER2, mide ve meme kanserlerinde ¢ok fazla eksprese olur [23, 24].
Kiintlesen EGF reseptorlerin yapisal degisiklikleri liganttan bagimsiz sinyallerin olusumuna
neden olabilir [22]. Aktif biiylime sinyalini alan ve nukleusa tasiyan SOS-Ras-Raf-MAPK
gibi sinyal yolaklarindaki kiigiik sinyal molekiillerinin mutasyonu da kanser hiicrelerinin
otonomik biiylimesini saglayan sik bir mekanizmadir [25,26].

Biiyiimeyi engelleyen sinyallere duyarsizlik: Normal dokuda proliferasyonu onleyen
sinyaller, iki farkli mekanizma ile ¢alisir: Hiicreler aktif proliferatif sikliistan sessiz forma
(Go) girebilir (Sekil 4) veya hiicreler kalic1 olarak proliferatif 6zelliklerinden vazgegebilir,
genellikle spesifik diferansiyasyon ile birlikte olan 6zellikleri kazanarak post mitotik forma
dontigebilir [21].

Hiicre hiicre sikliisiinun G1 fazinda, sessiz forma doniisecegine, post mitotik forma girip
diferansiye olacagina ya da sikliista ilerleyip ¢ogalacagina karar verir. Molekiiler diizeyde
hiicre sikliisinun G1’den S fazina girerek ilerlemesi agamasinda normal hiicre sikliistinun
kayb1, malign transformasyonda merkezi bir rol oynar (Sekil 4) [27]. Hiicrelerin postmitotik,
diferansiyasyonu tamamlanmis hiicre formuna gecisi heniiz tam olarak anlasilmasa da tiimor
hiicreleri, bu terminal diferansiyasyondan ¢esitli yontemleri kullanarak kurtulur [22].

Apoptozdan  kurtulus: Apoptoz, cok hiicreli canlilarda doku biitiinligiiniin ve
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fonksiyonunun devamina izin verir, hasarli ya da istenmeyen hiicreleri eler. Malign hiicre

birikimi, apoptozu diizenleyen genlerin de mutasyonlarina gereksinim duyar [28].

GZ Kontoi Noktas1

Hiicre bhiiviikliFii

_ \» .~ /Gl

g YA ——_— Dinienme durumu

\}“’4\( 4 GO

Sekil 4. Hiicre sikliisii

Sinmirsiz ¢ogalabilme giicii: Normal hiicrelerin ¢ogu kendi replikasyonlarin1 sinirlamak
tizere programlanmistir. Tiimor hiicrelerinin sinirsiz ¢ogalma yetenegini kazanabilmesi i¢in
immortal 6zelligini kazanmasi gereklidir [29].

Anjiyogenezin stirekliligi: Normal doku fonksiyonlarinin devami oksijen ve besinlere
ulasilabilirligine ve metabolik atiklarinin temizlenmesine baghdir. Yeni kan damarlarinin
olusma siireci olan anjiyogenez, anjiyogenezi uyaran ve inhibe eden faktorlerin dengesi ile
diizenlenir [29]. Timor hiicrelerinde yasamin devamliligi bu dengenin uyari yoniine
kaymasini gerektirir.

Doku invazyon ve metastaz yetenegi: Invazyon ve metastazin gerceklesmesi diger
ozelliklerin kazanimina ve ek hiicresel degisikliklere baghidir. Invazyon ve metastaz siireci
son derece komplekstir. Genetik ve kimyasal belirleyicileri tam olarak anlagilmasa da
birbiriyle ¢ok yakin iki siirectir. Tiimor hiicrelerinin birbirinden ayrilmasi, matris proteinlerine
tutunmasi, ekstraselliiler matrisin pargalanmasi, dolagima geg¢mesi, dolasimda bagisiklik
sisteminden kagmasi ve yeni yerlesim yerinde bu basamaklarin tekrar1 gereklidir (Sekil 5)

[22,30].
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Kanserin fenotipik degisikliklerini olusturan genetik yapisal degisiklikler genin
ekspresyonundan baslayip fonksiyonel protein olusumuna kadar tiim siireci kapsar. Pek ¢ok
sayida genetik ve epigenetik degisikler kanser hiicresinde birikir. Monoklonal olarak baglayan
tiimor, klinik olarak belirgin hale geldiginde, bu biriken degisiklikler nedeniyle olusan ve
yasayabilen alt klonlarin varlig1 ile son derece heterojendir [31]. Tiimor hiicresinin genetik

profilinin tiimdriin davranigini belirledigine inanilir.
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Sekil 5. Meme kanserinin ilerleyisi

2.2. Meme Kanseri Gelisimi

Meme kanserinin temel biyolojisi iizerindeki ¢alismalar, meme kanseri yatkinliginda,
baslangicinda ve gelisiminde rolii bulunan genlerin ve hiicrelerin tanimlamasinda onemli
gelismelere yol agmistir. Meme tiimorleri, farkli hiicre gruplarindan meydana gelen heterojen
yapiya sahiptir. Bu heterojen yapiy1 agiklamak tizere iki hipotez vardir:

I- Meme bezinde var olan hiicrelerin her biri genetik degisikliklerin birikimi ile
tiimorijenik olma kapasitesine sahiptir.

2- Yalnizca meme bezinde ender bulunan 6zel hiicrelerden timor gelisebilir [32]. Meme
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kanserinin bu hipotezler dogrultusunda m1 yoksa her ikisinin birlikteliginden mi meydana
geldigi halen aragtirilmaktadir.

Yetiskin dokulardaki kok hiicreler, belirli bir doku ya da organin normal fonksiyonu i¢in
gerekli olan hiicre yapisina diferansiye olabilen, kendi kendini yenilemek i¢in bdliinme
yetenegindeki hiicredir. Son yillarda kanser kok hiicre hipotezi ile tiimorlerin, kendi
kendilerini yenileme siiregleri bozulan normal kok hiicre ya da progenitdr hiicrede ortaya
ciktig1 kok hiicre ozellikleri kalan hiicresel bilesenler ile yonetildigi ileri siiriildii [33].
Hematopoetik sistem ve kanserleri {izerindeki caligmalar kok hiicre ve farkli 6zellikleri olan
progenitdr hiicre gruplarinin onkogenezin hedefi oldugu gosterildi [34].

Meme bezi epitel kok hiicresi de dnemli derecede hem diferansiyasyon, hem de kendi
kendini yeniden liretme yetenegine sahip olan meme bezi epitel kok hiicrelerinden deneysel
kosullarda fonksiyonel meme bezi olusturuldu [35]. Puberte, hamilelik, laktasyon ve
involiisyon sirasinda degisim gdsteren meme bezinin normal biiyiime ve diferansiyasyonu i¢in
gerekli oldugu onerildi (Sekil 6) [36].

Meme kanser kok hiicre yaklagimi heniiz yeni olmasina ragmen arastiricilar farelerde
olusan insan meme tiimor kitlesinde meme kanser baslatict hiicrelerini tanimladi [37]. Bu
transforme kok hiicreler heterojen meme tiimdrlerini gelistirme yetenegindeydi ve bilinen
timor hiicre popiilasyonunu gostermesinin miimkiin oldugu onerildi. Bu bulgular tedavi

alanlarinda 6nemlidir. Bu hipotez i¢in halen daha fazla dogrulamaya gereksinim vardir.
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Sekil 6. Meme kok hiicresi ve olasi progenitor hiicreler
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2.3. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Amerika Kanser Toplulugu’nun (ACS) 2007 yili i¢in yaptig1 tahminlere gore; gelismis
iilkelerde 5.4 milyon, gelismekte olan iilkelerde 6,7 milyon olmak iizere diinyada 12
milyondan fazla kisinin yeni kanser tanisi almasi, gelismis iilkelerde 2,9 milyon, gelismekte
olan iilkelerde ise 4,7 milyon olmak iizere toplam 7,6 milyon (glinde yaklasik 200.000)
kisinin ise kanser nedenli 6lecegi beklenmektedir. Niifusun artmasi ve yaslanmasi nedeniyle
2050 yilinda 27 milyon yeni kanser vakasi 17,5 milyon kanser nedenli 6liim tahmin
edilmektedir (Tablo 1) [1]. Bu verilere gore meme kanseri hem gelismis hem de gelismekte
olan iilkelerde kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tipidir (Sekil 7) [1]. Uluslararasi
insidans orant 25 kattan daha fazla degisir. Kuzey Amerika, Avustralya, Kuzey ve bati
Avrupa’da insidans en yliksek, Dogu Avrupa’da orta derecede yiiksekken Afrika ve Asya’nin

bliylik 6liimiinde insidans oranlar1 diistiktiir (Sekil 6).
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Sekil 7. Diinyada meme kanseri insidansi oranlar1
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Tablo 1. Diinyada yeni tani alan kanser vakalar1 ve 6ltim oranlari, 2007

Diinya Gelismis iilkeler Gelismekte olan iilkeler
Cinsiyet _ ~ -
Yeni vaka Oliim Yeni vaka Oliim Yeni vaka Oliim
Akciger Akciger Prostat Akciger Akciger Akciger
1.108.731 974.624 566.841 465.540 564.306 496.287
Prostat Mide Akciger Kolon/rektum Mide Karaciger
782.647 511.549 529.176 175.774 474.580 399.317
Mide Karaciger Kolon/rektum Prostat Karaciger Mide
691.432 474.215 387.637 143.834 424.490 370.158
Kolon/rektum Ozofagus Mide Mide Ozofagus Ozofagus
630.358 300.034 214.534 141.218 300.763 246.667
Karaciger Prostat Mesane Karaciger Kolon/rektum Kolon/rektum
Erkek "502.571 253.906 191.812 78.174 228.108 137.500
Ozofagus Losemi Bobrek Pankreas Prostat Prostat
361.931 138.333 94.284 78.009 194.914 106.537
Mesane Pankreas Non-Hodgin Mesane Oral kavite Losemi
314.256 137.206 89.816 57.438 129.356 87.305
Oral kavite Mesane Karaciger Ozofagus Mesane Oral kavite
200.774 124.266 81.448 55.186 115.817 68.124
Non-Hodgin Non-Hodgin Pankreas Losemi Losemi Non-Hodgin
196.298 111.126 77.394 49.891 111.163 67.280
Losemi Bobrek Non-Hodgin Mesane
74.955 44.019 103.433 65.702
Meme Meme Meme Meme Meme Serviks
1.301.867 464.854 679.682 203.528 529.233 272.238
Serviks Akciger Kolon/rektum Akciger Serviks Meme
555.094 376.410 335.756 173.842 473.430 255.576
Kolon/rektum Serviks Akciger Kolon/rektum Mide Mide
536.662 309.808 209.707 165.480 250.650 199.391
Akciger Mide Korpus uteri Mide Akciger Akciger
440.390 288.681 146.866 89.620 224.580 198.066
Mide Kolon/rektum Mide Pankreas Kolon/rektum Karaciger
Kadin 375.111 284.169 123.773 72.681 186.532 "166.685
Over Karaciger Over Over Karaciger Ozofagus
230.555 205.656 103.332 66.925 171.794 129.080
Corpus uteri Ozofagus Serviks Serviks Ozofagus Kolon/rektum
226.787 142.228 87.466 42.101 153.396 112.471
Karaciger Over Non-Hodgin Karaciger Over Over
208.557 141.452 72.368 40.943 123.761 72.433
Ozofagus Pankreas Deri melanom Losemi Oral kavite Losemi
167.352 122.185 69.624 40.783 84.111 65.629
Losemi Losemi Pankreas Non-Hodgin Losemi Pankreas
142.569 107.538 69.418 36.940 82.840 46.750
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Meme kanseri gelismis iilkelerde en sik, gelismekte olan iilkelerde ise ikinci siklikla
kanserden 6liim nedenidir. Kadinlar arasinda ise en dnde gelen kanser 6liim nedenidir [1,2].

Batilasmis toplumlarda en azindan son 25 yildir meme kanser insidansi yaklasik %30
artis gosterirken, ABD’de mamografi kullanimi ve hormon replasman tedavisine baglanan
nedenlerle 2001-2004 yillar1 arasinda meme kanser insidansinin azaldigi goriildi [2]. Nedeni
tam olarak anlagilmamakla birlikte lireme, beslenme ozelliklerinin degismesi ve fiziksel
aktivitenin azalmasina baglanan nedenlerle Asya ve Afrika’da gelisen iilkelerde insidans orani
artt1 [2].

Meme kanser insidansinin artmasina ragmen son 25 yildir bazi iilkelerde mortalite orani
sabit kald1 ya da azaldi (Sekil 8) [1,3]. Gelismis iilkelerde mortalite oraninin azalmasi,
mammografi ile erken taninin konmas1 ve gelistirilen tedavilere baglanabilir [4].

Meme kanseri, Tirkiye'de 1990 yilindan itibaren kanser en sik goriilen 2. 6liim nedeni ve

Tiirkiye'de ve Izmir’de kadinlarda en sik gériilen kanser tipidir [6, 7].
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Sekil 8. Ulkeler arasinda meme kanser 6liim oranlar1
Kirik ¢izgiler kaydina ulasilamayan verileri gostermektedir.
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2.4. Meme Kanserinde Risk Faktorleri

Meme kanseri olusumundan sorumlu bir ¢ok risk faktorii tanimlanmistir. Bilinen meme
kanser risk faktorlerinin cogu (yas, aile hikayesi, ilk hamilelik yasi, erken menars, geg
menopoz, meme yogunlugu, vb.) degistirilebilir faktorler degildir. Bununla birlikte post
menopozal obezite, post menopozal homonlarin kullanimi, alkol alimi, fiziksel inaktivite gibi
faktorler degistirilebilir. Baz1 risk faktorleri (erken menars, ge¢ menopoz, obezite, hormon
kullanimi1) meme dokusunun dolasimdaki over hormonlarinin etkisini direk olarak arttirir.
Yiiksek sosyoekonomik durum gibi risk faktorleri ise tireme davranigi ile iligkilidir. Bu risk
faktorleri ve birlikteliklerinin etki giiciiyle Tablo 2’ de 6zetlendi [5].

Yas: Yas meme kanserinde en dnemli risk faktoriidiir. Meme kanser insidansi ve 6liim
oranlar1 genelikle yas ile birlikte artar. 2000-2004 yillar1 arasinda yeni vakalarin %95°1 ve
meme kanser dliimlerinin %97°si 40 yas ve daha iizeridir. 2000-2004 yillar1 arasinda 20-24
yagindaki kadinlar arasinda en diisiik meme kanser insidansi (her 100.000 kadinda 1,4 vaka)
goriiliirken, 75-79 yas arast (her 100.000 kadinda 464,8 vaka) kadinlar en yiiksek insidansa
sahiptir [5]. 2000-2004 yillar1 arasinda meme kanser tanisi alan kisilerin ortalama yas1 61°dir
[5].

Aile hikayesi/genetik yatkinlik: dzellikle birinci dereceden akrabasinda (anne, kiz kardes
gibi) meme kanseri hikayesi olan kisiler meme kanseri i¢in daha fazla risk tagirlar [38]. Risk,
birden fazla birinci dereceden akrabasinda meme kanseri varsa ve erken yaslarda tam
konmusgsa risk daha yiiksektir. Meme kanserlerinin %5-10"u BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
kalitilan mutasyonlar ve degisikliklerden olustugu tahmin edilmektedir [39]. Bu mutasyonlar
genel toplumun %1’inden daha azinda bulunur [40]. Toplum bazli ¢alismalarda BRCA1
mutasyonu tasiyan 70 yasindaki kadinlarda meme kanseri goriilme riski %65°tir [41]. Kalitsal
meme kanserinden sorumlu bazi BRCA mutasyonlarini tanimlayan molekiiler klinik testlere
ticari olarak ulasilabilir, ancak heniiz bu testlerin yorumu ve tedavi karar1 karmagsiktir ve
zordur [38]. Bu mutasyonlar1 tasiyan kisilerde meme kanseri gelisip gelismeyecegini tahmin
etmek miimkiin degildir. Ayrica meme kanser riskini etkileyen genlerin tiimiine ticari olarak
heniiz ulasilmamaktadir. Meme kanser aile hikayesinin hastalik riskinde kalitimsal etkilerinin

oldugu onerilmekle birlikte ailesel risk yalmizca BRCA1 ve BRCA2 genleri ile iliskili
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degildir. Yasam tarz1 ve bu genetik yatkinlik arasindaki etkilesim ile meydana geldigine

inanilmaktadir [43].

Tablo 2. Kadinlarda gogiis kanseri risk faktorleri
Nispi Risk* Faktor
> 4.0 Cinsiyet
Yas
Meme kanseri i¢in kalitilan genetik mutasyonlar (BRCA1, BRCA2 gibi)

Erken yaslarda birinci dereceden < 2 akrabasinda meme kanseri tanist
Kisinin meme kanseri hikayesi
Yogun meme dokusu

Biyopsi ile dogrulanan atipik hiperplazi

2.1-4 Meme kanseri tanisi alan akraba
Gogiis duvarina yiiksek doz radyasyon

Yiiksek kemik dansitesi (post menopozal)

1.1-2.0 [k tamamlanan gebeligin ileri yaslarda olmasi (> 30yas)
Erken menars (<12 yas)
Geg menopoz (>55 yas)
Hamileliklerin tamamlanmamasi
Emzirmeme
Son zamanlarda oral kontraseptif kullanimi1
Hormon replasman tedavisinin son zamanlarda ve uzun kullanimi
Obezite (postmenopozal)
Kisinin endometrium, kolon, over kanseri hikayesi
Uzun boy
Yiiksek sosyoekonomik seviye

Yahudi 1rki

*: Nispi risk, faktorlerinin birliktelik halindeki risklerini gostermektedir.

Hormonal faktérler: Ureme hormonlarmin kanserin biiyiimesini baslattigi kadar hiicre
proliferasyonu ve DNA hasarindaki etkileri nedeniyle meme kanserini etkiledigi
diisiiniilmektedir. Erken menars, (<12 yas), ge¢ menopoz (>55 yas), ilk dogum yasinin ileri

yaslarda olmasi (>30 yas) ve hamileligin az sayida olmasi kadinlarda meme kanser riskini
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sentezlenen lireme hormonlarini etkileyerek arttirabilir [44,45]. Emzirmenin meme kanser
riskini azalttig1r gosterilmistir [45,46]. Son zamanlarda oral kontraseptif kullanimi hafifce
yiikseltebilir fakat en az 10 yil oral kontraseptif kullanmayan kadinlar hi¢ oral kontraseptif
kullanmamislarla ayni riske sahiptir [47]. Kombine hormon replasman tedavisinin son
zamanlarda uzun siire kullanimimin meme kanser riskini arttirdigi gosterilmistir [48,49].
Ostrojenin tek basina meme kanser riskini arttirdigi goriilmemistir [50,51].

Klinik faktorler: Yogun meme dokusunun (glandiiler dokunun yag dokusuna rolatif
oran1) meme kanser gelisiminde giiclii bagimsiz risk faktorii oldugu gosterilmistir. Cesitli
calismalarda meme kanser riskini 4 - 6 kat arttirdigi bulunmustur [52-54]. Atipinin olmadig1
proliferatif lezyonlarin meme kanseri riskini 1,5-2 kat arttirdigi, atipik olan proliferatif
lezyonlarin ise 4-5 kat arttirdig agiklanmustir.

Obezite: Obezite, postmenopozal meme kanser riskini arttirir. 18 yasindan sonra 20 kilo
ve daha fazlasini alan kisilerde almayanlara goére meme kanseri riski 1.5 kat daha fazladir.
Menopozdan sonra en azindan 8 kilo kaybeden ve agirlik kaybini devam ettirenler %57
oraninda diisiik meme kanser riskine sahipken, menopozdan sonra 8-10 kilo alan kisilerde
%18 meme kanser riski daha fazladir [55]. Boylece daha fazla yag dokusuna sahip olma
Ostrojen seviyesini ve meme kanser gelisme riskinin olasiligini arttirdig diisiiniilmektedir.

Fiziksel aktivite: Gittikge artan veriler fiziksel aktivitenin meme kanser riskinde
koruyucu etkisi oldugunu desteklemektedir [56,57]. Bir ¢ok calisma haftada 5 ya da daha
fazla giin 45-60 dakika ya da diizenli bi¢cimde etkin olarak yapilan egzersizler post menopozal
meme kanser riskinin azalacagini savunmaktadir [57,58]. Genelde fiziksel aktivitenin
koruyucu etkisi premenopozal, cocuk sahibi ve zayif kadinlarda daha fazla olabilir. Bu
koruyucu etkinin altinda yatan mekanizma ¢ok iyi anlagilmamakla birlikte fiziksel aktivitenin
hormon ve enerji dengesi iizerindeki diizenleyici etkisi nedeniyle dnerilmistir [59,60].

Alkol kullanimi: Alkol kullanimi sabit olarak artmis meme kanser riski ile birliktedir
[61-64]. 40 epidemiyolojik calismadan daha fazla ¢alismanin meta analizi giinde 24g alkol (2
duble) tiiketimi %21 artmis meme kanseri riski ile birlikte olabilecegini dnermektedir. Bu
artmis risk doz bagimhdir ve siireklilikle iliskilidir. Alkol tiikketiminin artmis Gstrojen ve
androjen diizeyleri ile iliskili oldugu diistiniilmektedir [65].

Sigara: Cogu calisma aktif sigara igiciligi ve meme kanseri arasinda direk iligki

bulamamistir [62, 66].
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Hormon replasman tedavisi (HRT): Kombine hormon replasman tedavisinin artmis
meme kanseri ile birlikteligi bir ¢ok calisma tarafindan gosterilmistir [67,68]. HRT, meme
dokusu yogunlugunu arttirip mamografi etkinligini azaltmasi ile daha ge¢ evrelerde tani

konan meme kanser riskini arttirabilir [69].

2.5. Meme Kanserinin Histolojik Tipleri

Meme kanserinin en sik kullanilan histopatolojik siniflandirma sistemi Diinya Saglik
Orgiitii (World Health Organization: WHO) siniflandirmasidir (Tablo 3) [70]. Diinyada
vakalarin %80’ini duktal, %10’nunu lobiiler karsinom olusturur. Diger histolojik subtipler
daha az oranda goriiliirler. Invazif olmayalar ise ayr1 grupta siiflandirilir [70,71].

Invazif duktal karsinom (spesifik olmayan tip): Invazif meme karsinomlarinin en sik
goriilen tipidir (%70-80) ve diger alt tiplerden herhangi birine ait spesifik ozellikleri
tagimayan genis bir grubu olusturur.

Yaygin in situ komponent iceren invazif duktal karsinom: Invazif karsinomlardaki in situ
duktal karsinom komponenti olduk¢a degiskendir ve olgularin ¢ogunda in situ ve invazif
komponentin gradeleri birbiri ile paralellik gosterir. Eger timor iginde veya cevresinde
invazif tiimorlin %25’inden fazlasini olusturan in situ duktal karsinom var ise “yaygin in situ
komponent igeren invazif duktal karsinom” olarak isimlendirilir. Bu durum 6zellikle meme
koruyucu cerrahi uygulanmis olgularda lokal niiksler agisindan 6nem tasir.

Invazif lobiiler karsinom: Tiim invazif meme karsinomlarinin %35-15’ini olusturur ve
hormon replasman tedavisi alan kadinlarda daha sik goriiliir. Diger tip invazif meme
karsinomlarina gore daha yiiksek oranda bilateral ve multifokal olurlar.

Tubuler karsinom: Meme karsinomlarinin %2 ’sini olusturmaktadir. Tubuler karsinomda
prognoz cok iyidir ve multifokal olgular disinda aksiller metastaz genellikle %10’dan azdir.

Invazif kribriform karsinom: Invazif karsinomlarm ender gériilen bir tipi olup tubiiler
karsinom gibi ¢ok 1yi prognoza sahiptir.

Miisinoz (kolloidal) karsinom: Az goriilen bir tip olup meme karsinomlarinin %1-6’sin1
olusturur. Daha ¢ok ileri yaslarda goriiliir ve prognozu iyidir.

Mediiller karsinom: Meme karsinomlarinin %1-5’ini olusturur. Mediiller karsinom daha

cok 50 yas altindaki kadinlarda ve BRCAT1 genini tasiyanlarda daha sik goriiliir.
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Invazif papiller karsinom: Invazif meme karsinomlarinin nadir goriilen bir tipidir.
Prognozu genellikle iyidir.

Invazif mikropapiller karsinom: Invazif meme karsinomlarmin %]1-2’sini olusturur.
Genellikle miks tipte invazif karsinomlarda, 6zellikle invazif duktal karsinoma eslik eden
ikinci bir komponent seklindedir. Bu tiimorlerde lenfatik invazyon, lenf nodu metastazi ve
multifokalite sik oldugundan prognozlar1 kotiidiir.

Sekretuar (jiivenil) karsinom: Nadirdir ve genellikle 30 yas altindaki kadinlarda goriiliir
ve prognozu oldukea iyidir.

Metaplastik karsinom: Nadir bir timor olup, prognozu katiidiir.

Noroendokrin karsinom: Meme karsinomlarinin %2-5’ini olusturur. Genellikle ileri yas
kadinlarda goriiliir. Bu grup tiimorler gastrointestinal sistem ve akcigerdeki ndroendokrin
timorlere benzer morfolojik o6zellikler gosterirler. Tiimor hiicrelerinin %50’sinden fazlasi
ndroendokrin belirleyicileri eksprese etmektedir.

Apokrin karsinom: Nadir goriilen tiimoér grubudur. Prognozu ayni grade ve evredeki
invazif duktal karsinomlar ile aynidir.

Inflamatuar karsinom: Invazif meme karsinomlarmin 6zel bir klinik formudur. Dermal
lenfatik invazyon sonucunda lenfatik drenaj bozulur ve deride 6dem yanisira eritem,
endurasyon, hassasiyet ve portakal kabugu goriiniimii vardir. inflamatuar bir durumu taklit
etmesi nedeniyle bu adi alir. Mikroskopik olarak herhangi bir inflamatuar tablo yoktur. Altta

yatan invazif karsinom genellikle yliksek gradeli invazif duktal karsinomdur [70,71].

2.6. Meme Kanserinde Prognostik ve Prediktif Faktorler

Prognostik faktorler hastaligin dogal seyriyle iligkili olup sistemik adjuvan tedavinin
yoklugunda sag kalim ile iligkili, 6ngoriisel faktorler ise tedaviye verilecek yanit ile iligkili
Olctimlerdir. Hormon reseptor durumu ve HER2 ekspresyonu gibi durumlar hem prognostik
hem de &ngoriisel olabilir [72]. Ostrojen ve projesteron reseptdrlerinin (sirastyla ER ve PgR)
yoklugu agresif patolojik 6zellikler kotli prognoz ile iligkilendirilmistir [73]. Benzer sekilde,
erken yasta ortaya g¢ikan tiimorler, gec yastakilere olanlara daha agresiftir ve daha koti
prognoz gosterirler [74,75].

Meme kanseri tedavi karar siirecinde kullanilan progostik ve prediktif faktorler, Tablo

4’te ozetlendi.
e Ozetlendi -



Tablo 3. Meme kanseri histolojik tipleri: WHO siniflamasi

In situ Karsinom

In situ duktal karsinom

In situ lobiiler karsinom

Invazif Karsinom

Invazif duktal karsinom
Invazif duktal karsinom
Tubiiler karsinom

Invazif kribriform karsinom
Mediiller karsinom

Miisinoz karsinom

Invazif papiller karsinom
Invazif mikropapiller karsinom
Apokrin karsinom

Sekretuvar (juvenil) karsinom
Adenoid kistik karsinom
Metaplastik karsinom
Noroendokrin karsinom
Inflamatuar karsinom




Tablo 4. Meme kanseri prognostik ve prediktif faktorler

Prognostik faktorler Prognostik ve prediktif faktorler
Lenf diigiimii durumu ER ve PgR durumu

Timor biytkligi HER?2 amplifikasyonu

Histolojik grade ve tip Invazyon faktorleri*

Lenfatik ve vaskiiler invazyon Gen ekspresyon profili

Tan1 yast Dolasimdaki tiimor hiicreleri
Etnik yap1 P53 mutasyonu

Proliferasyon belirtegleri*® Dolasimdaki anjiyogenik faktorler
Katepsin D* Topoizomeraz II durumu
Anjiyogenez belirtecleri* BRCA gen mutasyonu

Kemik iligi mikrometastaz1™®

*:aragtirma diizeyinde

Son 20 yildir meme kanseri tedavi anlayis1t ER ve HER2 sinyal yolagini hedefleyen
tedavilerle birlikte degisti. Bununla birlikte kesin ve kullanilabilir prognostik ve prediktif
faktorlerin  kisithiligi nedeniyle hastalarin bir boliimii tedaviden yararlanamayabilir.
Gilintimiizde kullanilan prognostik faktorlerle diisiik riskli hastalarin bir kismi niiksedebilir ya
da yiiksek riskli gruba dahil hastalarda niiks goriilmeyebilir. Daha gen¢ kadinlara uygulanan
daha agresif tedaviler uzun donemde sekellere yol agabilir. Diger saglik problemlerinin varligi
nedeniyle daha yash kadinlar agresif tedavinin toksisitelerine daha duyarl olabilir. Tedavinin
ana hedefi yalnizca hastaliksiz sag kalim degil, ayn1 zamanda toplam yasam siiresi ve yasam
kalitesi de oldugundan toksisiteden kac¢inmak i¢in adjuvan sistemik tedaviden yarar
gorebilecek hastalarin se¢iminde kullanilabilecek yeni faktorlerin kesfedilmesini amaglayan

caligmalar yapilmaktadir.

24



3. EVRELEME

3.1. Kanserde Evreleme

Timor evreleme sistemleri kanserin yayillimi ve ciddiyeti hakkinda belli standartlara
gore bilgi edinilmesini saglar. TNM Evreleme Sistemi’nde tiimorleri siirlamak ig¢in
kullanilan kriterler; timor boyutu (T), aksiller lenf nodlarina yayilim (N) ve uzak bolgelere
yayilimdir (M). Daha 6nceden tanimlanmis kriterlere gore bu ii¢ 6zellik belirlenip kombine
edilerek, TNM evresi hesaplanir (Tablo 5). Cerrahi sonrast goriintiileme yontemleri uzak
metastaz varligini gosteriyorsa (inceleme tanidan sonraki 4 ay i¢inde ve hastalik progresyonu
yokken yapildiginda ve hasta heniiz neoadjuvan tedavi almadiysa) evre degisebilir. Sistemin
Ozetle 5 amaci vardir [73]:

1. Hastalarin prognozunu gostermesi,
Tedavi planlarinda yol gdsterici olmast,
Uygulanan tedavi etkilerinin takibine yardimci olmasi,

Tedavi merkezleri arasinda bilgi paylasimini kolaylastiran ortak dilin gelistirilmesi,

A

Tlimor arastirmalarina katkida bulunmasi.

Tiim kanser bolgelerine uyarlanabilecek evreleme sisteminin prensipleri ve kodlar1 1953
yilinda cerrah Pierre Denoix tarafindan gelistirildi, benimsendi ve 1968 yilinda da yayimlandi
[8,76]. American Joint Committee on Cancer (AJCC) tarafindan giiniimiize kadar 7 kez tani
ve tedavideki ilerlemelerin neden oldugu ¢esitli diizenlemeler yapildi [77-84]. 2013 Ocak
ayinda baslayacak olan calisma ile ise 2015 yili itibar1 ile kanser tanisi alacak hastalarda

kullanilmak tizere, 8. basis1 planlanmaktadir [85].

3.2. Meme Kanseri TNM Evrelemesi

AJCC Kilavuzunda yer alan tanimlamalar su sekildedir:
Klinik olarak belirgin: Lenfosintigrafi hari¢ goriintiilleme yontemleri, veya klinik

muayene ile, veya patolojik olarak agik¢a goriilerek tiimoriin saptanmasi durumu,
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Klinik olarak belirgin olmayan: Lenfosintigrafi hari¢ goriintiileme yontemleri veya
klinik muayene ile saptanamamasi durumu,

Izole tiimor hiicreleri (ITH): Hemotoksilen eozin boyasi ile dogrulanabilen ancak
siklikla sadece immiinohistokimyasal (IHK) veya molekiiler yontemlerle saptanan, 0,2
mm’den daha genis olmayan tek tiimor hiicreleri veya kiiciik hiicre kiimeleri olarak
tamimlanir. ITH, proliferasyon veya stromal reaksiyon gibi malign aktivite kanitlarimi

genellikle gostermez.

Tablo 5. Meme tumor evreleri

EVRE T N M
0 Tis No Mo

I T1* No Mo
To N1 Mo

a T1* N1 Mo

I T2 No Mo
T2 N1 Mo

b T3 No Mo

To N2 Mo

T1* N2 Mo

a T2 N2 Mo

I T3 N1 Mo
T3 N2 Mo

T4 N1-4 Mo

b T1*-4 N3 Mo

v T1*-4 N1-4 MI

*: T1, Tlmic’i de igerir.

3.2.1. Primer Tiimor (T)

Patolojik ve klinik siniflamalarda primer tiimoriin tanimlanmast aynidir. Tiimor boyutu
Ol¢limii eger fizik muayene ile yapildiysa, siniflamada ana gruplar (T1, T2 veya T3),

mamografik veya patolojik olarak yapildiysa T1’in alt gruplar1 kullanilabilir: 26



TX Saptanamayan primer

TO Primer tiimor yok

Tis Karsinoma in situ
Tis (DCIS) Duktal karsinoma in situ
Tis (LCIS) Lobuler karsinoma in situ
Tis (Paget) Meme basinin kitlesiz Paget hastaligi
(Tiimor olan Paget hastaliginda siniflama tlimériin boyutuna gore yapilir.)

T1 Tiimoriin en biiylik boyutu 2 cm veya daha az
T1mic En biiylik boyutu 0.1 cm veya daha az olan mikroinvazyon
T1a En biiyiik boyutu 0.1 cm.den biiylik olan ancak 0.5 cm.yi gegmeyen timor
T1b En biiyiik boyutu 0.5 cm.den biiylik olan ancak 1 cm.yi gegmeyen timor
T1c En biiylik boyutu 1 cm.den biiylik olan ancak 2 cm.yi gegmeyen timor

T2 En biiyiik boyutu 2 cm.den biiyiik olan ancak 5 cm.yi gegmeyen timor

T3 En biiyiik boyutu 5 cm.den biiyiik olan timor

T4 Herhangi bir boyutta ancak (a) gégiis duvarina veya (b) cilde direkt yayilim
T4a Pektoral kasa ulagsmamis gogiis duvari yayilimi
T4b Meme cildinde 6dem (portakal kabugu goriintiisii dahil) veya iilserasyon, veya
ayn1 memede satellit deri nodiilleri
T4c T4a ve T4b birlikte

T4d inflamatuar karsinom

3.2.2. Bolgesel Lenf Nodiilleri (N)

3.2.2.1.Klinik Siniflama
NX Saptanamayan bdolgesel lenf nodlart (6rn. daha dnce ¢ikartilmis)
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 Ipsilateral lenf nod(lar)inda metastaz (fikse degil)
N2 Fikse veya gruplasmis ipsilateral aksiller lenf nodlarinda metastaz veya klinik olarak
belirgin aksiller lenf nodu metastazi olmadigi durumlarda klinik olarak belirgin
ipsilateral internal mammaryal nodlarinda metastaz

N2a Birbirlerine veya c¢evre dokulara fikse ipsilateral aksiller lenf nodlarinda metastaz
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N2b Sadece klinik olarak aksiller lenf nodu metastazi olmadiginda klinik olarak

belirgin
N3 Aksiller lenf nodu tutulumu olsun ya da olmasin ipsilateral infraklavikular lenf
nod(lar1) metastazt veya klinik olarak belirgin ipsilateral internal mammaryal lenf
nod(lar1) metastazi ile birlikte klinik olarak belirgin aksiller lenf nodu metastazi; veya
aksiller ya da internal mammaryal lenf nodu metastazi olsun ya da olmasin ipsilateral
supraklavikular lenf nod(lar1) metastazi

N3a Ipsilateral infraklavikular lenf nod(lar)inda metastaz

N3b ipsilateral internal mammaryal lenf nod(lar)inda veya aksiller lenf nod(lari)nda

metastaz

N3c Ipsilateral supraklavikiiler lenf nod(lari)nda metastaz

3.2.2.2. Patolojik Siniflama (pN)a
Smiflama sentinel lenf nodu diseksiyonu uygulanan veya uygulanmayan aksiller lenf
nodu diseksiyonuna gore yapilir. Ardindan aksiller lenf nodu diseksiyonu uygulanmayan
sentinel lenf nodu diseksiyonuna dayali yapilan siniflama, sentinel nod i¢in (sn) ile belirtilir.
Ornegin: pNO(i+)(sn).
pNX Saptanamayan bolgesel lenf nodlar1 (6rn. patolojik inceleme i¢in daha Once
cikartilmis veya ¢ikartilmamis)
pNO Histolojik olarak bolgesel lenf nodu metastazi olmayan, izole timoér hiicreleri
(ITH) i¢in ek inceleme yok
pNO(i-) Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi yok, negatif IHK
pNO(i+) Histolojik bolgesel lenf nodu metastaz1 yok, pozitif IHK, 0.2 mm.den genis
[HK kiimesi yok
pNO(mol -) Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi yok, negatif molekiiler bulgular
[reverz transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)]
pNO(mol+) Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi yok, pozitif molekiiler bulgular
(RT-PCR)
pN1 1-3 arasi aksiller lenf nodlarinda, ve/veya internal mamaryal nodlarda sentinel lenf
nodu diseksiyonu ile saptanan mikroskopik hastalikla birlikte metastaz, fakat klinik

olarak belirgin degil
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pN1Imic Mikrometastaz ( 0.2 mm.den genis, 2.0 mm.den genis degil)
pNla 1-3 adet aksiller lenf nodunda metastaz
pN1b Sentinel lenf nodu diseksiyonu ile internal mammaryal nodlarda mikroskopik
hastalik olarak saptanan metastaz, fakat klinik olarak belirgin degil
pNlc 1-3 adet aksiller lenf nodunda ve internal mammaryal nodlarda sentinel lenf
nodu diseksiyonu ile mikroskopik olarak saptanan metastaz, fakat klinik olarak
belirgin degil. (3 aksiller lenf nodundan fazla pozitif nod varsa, artmis tiimor yiikiinii
gostermek i¢in internal mammaryal lenf nodlar1 pN3b olarak siiflandirilir). (pNla +
pN1b)
PN2 4-9 aksiller lenf nodunda metastaz, veya aksiller lenf nodu metastazi olmadiginda
internal mammaryal lenf nodlarinda klinik olarak belirgin metastaz
pN2a 4-9 aksiller lenf nodunda metastaz (2.0 mm.den biiyiik en az bir tiimor odagi)
pN2b Aksiller lenf nodu metastazi yokken, internal mammaryal lenf nodlarinda klinik
olarak belirgin metastaz
pN3 10 veya daha fazla aksiller lenf nodunda, veya infraklavikiiler lenf nodlarinda, veya
1 ya da daha fazla aksiller lenf nodu pozitif oldugunda klinik olarak belirgin ipsilateral
internal mammaryal lenf nodlarinda metastaz; veya internal mammaryal lenf nodlarinda
klinik olarak negatif mikroskopik metastazla birlikte 3’ten daha fazla aksiller lenf
nodunda metastaz; veya ipsilateral supraklavikiiler lenf nodlarinda metastaz
pN3a 10 veya daha fazla aksiller lenf nodunda metastaz (2.0 mm.den biiylik en az bir
tiimor odag1), veya infraklavikiiler lenf nodlarina metastaz
pN3b 1 veya daha fazla pozitif aksiller lenf nodu varliginda klinik olarak belirgin
ipsilateral internal mammaryal lenf nodu metastazi; veya sentinel lenf nodu
diseksiyonuyla saptanan fakat klinik olarak belirgin olmayan mikroskopik hastalikla
birlikte 3 veya daha fazla aksiller lenf nodunda veya internal mammaryal lenf
nodlarinda metastaz.

pN3c ipsilateral supraklavikiiler lenf nodlarinda metastaz

3.2.3. Uzak Metastaz (M)

MX Uzak metastaz saptanamiyor

MO0 Uzak metastaz yok
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M1 Uzak metastaz var (Tiimdriin oldugu tarafta supraklavikiiler lenf nodlar1 ve karsi

memenin bolgesel lenf nodlarina metastazlar dahil)

3.2.4. Histopatolojik Grade (G)

Meduller karsinom disindaki tiim invazif meme kanserleri derecelendirilmelidir. Buna
invazif lobuler ve miisindz karsinomlar da dahildir.

Gx:Degerlendirilemiyor

G1: iyi diferansiye

G2: Orta derecede diferansiye

G3: Koti Diferansiye

G4: Diferansiye olmayan

3.2.5. Rezidiiel Titmor (R)

Hastada kiiratif amagh tedaviden sonra kalan tiimor (6rn. kiir i¢in cerrahi rezeksiyon) R
siiflamasi ad1 altinda bir sistemle siniflanir.

RX: Rezidii timor varligr gosterilememektedir

RO: Rezidii tiimor yok

R1: Mikroskopik rezidii timor

R2: Makroskopik rezidii tumor

3.3. Meme Kanserinin Molekiiler Siniflandirilmasi

Kanser dokusuna uygulanabilecek her molekiiler analitik yontem potansiyel olarak
prognostik ve ongoriisel faktorleri tespit etme giiciine sahiptir. qRT-PCR ve microarray gibi
molekiiler tekniklerle gerceklestirilen gen ekspresyon profilleri ile meme kanserinin
heterojenitesini agiklama ¢abalar1 tiimdriin molekiiler siniflamasini glindeme soktu.

Sporadik meme kanserleri arasinda gen ekspresyon farkliliklarini belirleyen ilk kapsamli
ve ¢i1gir acan girisim 2000 yilinda Perou ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilerek meme

tiimorleri 4 ana gruba ayrildi [9]:

1) Luminal hiicre benzeri,

2) Bazal hiicre benzeri,
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3) Normal epitel benzeri ve

4) HER?2 pozitif grup

Sonraki ¢alismalarda luminal hiicre benzeri grup icinde luminal A ve B olmak iizere 2
alt grup daha tanimlandi [86,87], meme kanserinin bu alt molekiiler gruplarinin ekspresyon
farkliliklar1 dogrulandi [86,88-91].

Luminal hiicre benzeri grubunun hepsi ER pozitiftir. Luminal A grubu en fazla ER
ekspresyonu gosteren tiimdrlerdir [87]. Luminal B grubu tiimorler luminal gruba 6zgii genleri
orta diizeyde eksprese eder ve bazilart HER2 pozitiftir. p53 gen mutasyon sikligi luminal A
grubunda luminal B grubundan daha siktir [92,93]. Luminal hiicre benzeri grubun yaklasik
ticte ikisi diisiik ya da orta diizey histolojik grade’e sahiptir, endokrin tedaviye duyarhdir.
Bazal hiicre benzeri grubun %95°1 ER negatiftir ve %91°1 yiiksek gradedir [94]. Bazal hiicre
benzeri grup ayni zamanda “triple” negatif meme kanser fenotipine sahiptir (ER negatif, PgR
negatif ve HER2 negatif). Ancak bazal hiicre benzeri grubun heterojen oldugu ve alt gruplari
icerdigi diisliniilmektedir [92,93].

Farkli molekiiler alt gruplarda prognozun ve kemoterapi duyarliliginin farkli oldugu
gozlendi. Luminal hiicre benzeri kanserlerin daha uzun sag kalim oranlari, bazal hiicre benzeri
ve HER2 pozitif tiimdrlerin ise birden fazla ajanla yapilan neoadjuvan tedaviye daha ytiksek
oranda patolojik tam yanit verdikleri gosterildi [87,94].

Meme kanserinin molekiiler alt gruplarimi kiiciik gruplariyla birlikte tanimlayacak
standardize yontemlerin gelistirilmesi, prognostik ve dngdriisel gostergelerin ¢ok daha biiyiik
hasta gruplarin1 igeren klinik caligmalarla birlikte denenmesi, molekiiler tiplerin yeni alt
gruplarinin ortaya ¢ikmasina yol agmasi, bu gruplarin tedaviyi yonlendirmesi beklenen

gelismelerdir.
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4. TUMOR SUPRESOR GENLER

4.1. Tiimor Siipresor Kavram

Bir hiicreyi kansere giden yoldan koruyan genler, anti-onkogen veya timor siipresor
genler olarak isimlendirilmektedir. Bu genler mutasyona ugradiklarinda veya baska bir sekilde
bu genlerin islevinde azalma s6z konusu oldugunda, genellikle baska diger genetik
degisikliklerin de esliginde, hiicre kansere dogru ilerleyebilir. Tiimdr silipresor genler, hiicre
dongiisli regililasyonu veya apoptozu tesvik etme iizerinde baskilayici etkisi olan proteinleri

kodlarlar [95]. Tiimor siipresor genler;

-Hiicre dongiisiiniin ve dolayisiyla hiicre boliinmesinin devami iizerinde esansiyel etkili
olan genleri baskilarlar.

-DNA hasarina gore hiicre dongiisiinii diizenlerler.

-Onarilamayan hasarlarda apoptozu tesvik ederler.

-Hiicre adhezyonunda gorev alarak kontakt inhibisyonun kaybini engellerler. Bunlar
metastaz siipresorler olarak da isimlendirilir [96].

-DNA tamir proteinleridir.

4.2. ATM

Ataxia Telangiectasia Mutated: Ataksi Telanjiyektazi Mutant (ATM) geni, genomun
11q bolgesinde lokalize bir Ser/Thr protein kinazdir [97]. DNA ¢ift zincir kiriklarmin
Nijmegen Breakage Syndrome 1. Nijmegen Kirllma Sendromu 1 (NBS1, Nibrin) ile
hissedilmesi sonucu aktive olan ATM proteini [98], hiicre sikliisiiniin durmasina, DNA
tamirine veya apoptoza yon veren DNA kirgi kontrol noktasinin aktivasyonunu baslatan
anahtar proteinleri fosforlar [99]. Hedefleri arasinda p53, CHK2, H2AX gibi tiimor siipresor
proteinler de yer alir. ATM geninde mutasyon olan hastalar icin, ATM’nin BRCA1 ve iligkili
proteinleri ile fosforilasyon iliskisi sebebiyle, meme kanseri riski artmistir [100]. Cesitli
losemi ve lenfoma tiplerinin de ATM hasarlart ile iligkisi gosterilmistir [101]. Meme

kanserinde, ATM lokusunda, de§isen oranlarda delesyon ve metilasyon ile ¢ok nadir oranda
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somatik mutasyonlar rapor edilmistir [102-104]. Cesitli ¢calismalar ayrica meme kanserinde

azalmis mRNA ve protein ekspresyonuna isaret etmektedir [104-106].

4.3. BRCA1

Breast Carcinoma I: Meme Kanseri 1 (BRCA1) geni insanda genomun 17q bdlgesinde
lokalize olup, bir ¢inko parmak ve bir C-terminus domeynlerini igeren BRCA1 proteinini
sentezler [107]. BRCA1, BRCA2 ve RADS]1 proteinleriyle birlikte DNA ¢ift iplik kiriklarmin
tamirinde rol oynar; ayrica heterokromatin dekondensasyonunda ve embriyo gelisimi
sirasinda diger gen fonksiyonlarmin regiilasyonunda gorev aldigi gosterilmistir [108]. Diger
timor stipresorler, DNA hasar sensorleri ve sinyal iletimi proteinleri ile birleserek, BASC
(BRCA1 Associated Genome Survaillance Complex) olarak isimlendirilen biiyiik ¢ok alt
tiniteli bir protein kompleksini olusturur [109]. Defektif BRCA1 ve BRCA2 genlerinin meme
ve over kanseriyle gosterilen ¢ok yakin iligkisi profilaktik cerrahi onerilerini dahi getirmistir

[110].

4.4. BRCA2

Breast Carcinoma 2: Meme Kanseri 2 (BRCA2) geni, 13q°da yerlesim gosterir ve
BRCA2 proteinini kodlar [111]. BRCALI ile yapis1 oldukca farkli olmasina karsilik bazi
fonksiyonlar iligkilidir. BRCA2, BRCA1 ve RADSI ile birlikte DNA ¢ift iplik kiriklarinin
tamirinde rol oynar. Bazi BRCA2 genindeki varyasyonlarinin basta meme kanseri olmak

lizere, over, prostat, pankreas ve bazi diger kanser tiirleri ile iliskisi gosterilmistir [112].

4.5. CASP8

Caspase 8 : Kaspaz 8 (CASP8), 2q kromozomal lokasyonda yer alir ve bir kaspaz
(Cys/Asp Proteaz) olan Kaspaz 8’i kodlar. Kaspazlarin sirali olarak proteolitik islem ile
proenzim halinden aktivasyonu, apoptozun baslamasinda merkezi rolii oynar. CASP8 de
Kaspaz 3 iizerinden etki ederek apoptozu tetikler [113]. CASPS8 varyantlarinin bir¢cok kanser
ile iligkisi incelenmis, bazi varyantlarin yiiksek risk ile [114], bazilarinin diisiik risk ile
[115,116], bazilarinin ise iliskisiz olduklart 6nerilmistir [117-119]. CASP8 geni varyantlari,

meme kanseri ¢aligmalarinda risk faktoriinii  belirlemede en Onemli {ic gen
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arasindadir[120,121]. Benzer sekilde, havuz analizleri ve meta analizler de CASP8’in meme

kanseri ile kuvvetli iliskisini gostermektedir [122-124].

4.6. CD44

Insan genomunda 11p lokalizasyonunda olan Cluster of Differentiation 44: Diferansiyon
Kiimesi 44 (CD44) veya Indian Blood Group: Hint Kan Grubu olarak anilan gen, CD44
antijeni isminde hiicre-hiicre iligkilerinde, adezyon ve gdcte gorevli bir hiicre ylizeyi
glikoproteini kodlar [125]. CD44, bir hyalotlironik asit reseptoriidiir ve aynm1 zamanda
osteopontin, kollajen ve matris metalloproteinazlari gibi bagka ligandlar1 da baglayabilir
[126]. CD44 fonksiyonu, posttranslasyonel modifikasyonlar ile kontrol edilir. Bir glikoformu
olan HCELL (Hematopoietic Cell E-Selectin/L-Selectin Ligand), kok hiicre ve 16semik
blastlarda kesfedilmis [127-130], sonrasinda kanser hiicrelerinde de gosterilmistir [131-135].
Ek olarak, CD44 varyasyonlar1 baz1t meme ve prostat kanser kok hiicreleri i¢in hiicre ylizey
belirteci olarak rapor edilmis [136] ve over karsinomlarinda uzamig sagkalim ile
iligkilendirilmistir [137]. Ayrica Cd44 izoformlarinin bag ve boyun bolgesindeki yassi hiicreli

karsinomlar ile baglantis1 gésterilmistir [138,139].

4.7. CDH13

Cadherin 13, Heart (H) Cadherin veya T-Cadherin isimleri ile anilan Cadherin
stiperailesine ait proteini kodlayan CDH13 geni 16q lokalizasyonunda bulunmaktadir [140].
Ancak ailedeki diger proteinlerden farkli olarak transmembran ve sitoplazmik bdlgeleri
yoktur ve hiicre zarima GPI capasi ile baghdir [141,142]. Klasik Cadherinler membran
reseptorleridir ve hiicre dis1 sinyalin GTPaz veya Catenin/Wnt yolaginmi aktive ederek hiicre
iskeletinin yeniden organizasyonunu saglarlar.

Ancak T-Cadherin, hiicre hiicre adezyonunda gorev almak yerine, LDL’nin (Low
density Lipoproteins: Diisiik Yogunluktaki Lipoproteinler) Ca*™ mobilizasyonu ve hiicre
gbcliniin artmasi tizerindeki hormon benzeri etkisinde rol alirlar [143]. Tiimor hiicrelerinde
CDH13’iin kaybinin malignite, invazif 6zellikler, metastaz ve kotii prognoz ile iligkili oldugu
gosterilmistir [140, 144-146]. Bir¢ok kanser tiiriinde CDH13 diizeyinde azalma mevcuttur
[147-149]. Meme kanserinde CDH13’{in promot6r hipermetilasyonlari ile susturuldugu [150]
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ve bu belirgin metilasyon varliginin klinik ve patolojik karakteri ile iligkisi gosterilmistir
[151]. Ayrica metile CDH13’lin artmis metastatik potansiyel ve azalmis Tamoksifen cevabi
ile de ilgisi gdzlenmistir [152]. Ayrica HINI ile birlikte Ostrojen Reseptorii (ER) ve HER2

statiisii ile korelasyon gostermektedir [151,153].

4.8. CDKN2A

Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 24 : Siklin Bagimli Kinaz Inhibitorii 2A (CDKN2A)
veya Multiple Tumor Suppressor 1: Coklu Tiimor Baskiliyic1 1 olarak da isimlendirilen gen
9p yerlesimine sahiptir ve birkac farkli varyant protein sentezler. P16 olarak isimlendirilen
alternatif varyant CDK4 kinaz inhibitorii olarak gorev yapar [154,155]. Hiicre dongiisiinde
G1’e ilerleme asamasinda rol alan CDK4 ve p53’i diizenleyici rollere sahiptir. Pankreas
adenokarsinomlari, mide-6zofagus kanserleri ve diger bir¢cok kanser tipi ile iligkisi
gosterilmistir [156-159]. Ayrica pl6’nin degisik tipleri kanser hiicre hatlarinda siklikla
gozlenmektedir [160,161]. Ayrica dokular yaslandik¢a kok hiicre proliferasyonun azaldig: ve
pl6INK4a konsantrasyonunun belirgin sekilde arttig1 gézlenmekte olup, doku yaslanmasinin

molekiiler belirteci olmaya adaydir [162,163].

4.9. CDKN2B

Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2B : Siklin Bagimli Kinaz Inhibitérii 2B
(CDKN2B) veya Multiple Tumor Suppressor 2: Coklu Tiimor Baskilayici 2 (MTS-2) olarak
da isimlendirilen gen 9p’de CDKN2A yakininda yerlesimine sahiptir [164]. P15™" proteini
CDK4 ve CDKG6 ile kompleks olusturarak siklin bagimli kinazlarin Siklin D tarafindan aktive
edilmesini engeller; boylece hiicre sikliisiiniin G1’e dogru ilerlemesini bloke eden bir hiicre
biiyiimesi diizenleyicisidir. Genin iki alternatif varyanti bildirilmistir [164]. Meme kanseri
vakalarinda ve meme kanseri hiicre hatlarinda pl5 promotdr bolgelerinde belirgin oranda
metilasyon varligi bildirilmis, ancak bu metilasyon durumu ile kanser prognozu arasinda iliski
kurulamamistir [165-167]. P15 ekspresyonu ise farkli kanser tiirlerinde farkli seviyelerde
olup, artmis ekspresyon ise kotli prognoz ile iliskilendirilmistir [168-170]. Ekspresyon
degisikliklerinin ise promotor bolgedeki metilasyon ve delesyon tarzindaki mutasyonlar ile

iliskisi bildirilmistir [167,171].
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4.10. ESR1

Estrogen Receptor I: Ostrojen Reseptérii 1 (ESR1) geni 6. kromozomun uzun kolunda
(6q) bulunur ve Ostrojen Reseptorii alfa (ER-o) adinda bir niikleer resptorii kodlar [172].
Ostrojen reseptorii, cinsiyet hormonu strojen ile aktive edilen bir transkripsiyon faktdriidiir
[173]. ER-a tarafindan regiile edilen genlerden kodlanan bir¢ok protein hiicre sikliisi,
anjiyogenez ve sagkalim mekanizmalarinda gorevlidir [174-177]. ER-a ayn1 zamanda meme
kanseri i¢in 6nemli bir prognositik belirtectir. Meme kanserinde ESR1 amplifikasyonu, uzun
sagkalim ile iliskilendirilmis [178-181] ve endokrin tedaviden fayda gorece§i Onerilmistir
[182-184]. Ayrica, Baz1 ESR1 varyantlari ile artmis meme kanseri riski iligskilendirilmigtir
[185-187]. ESR1 promotor hipermetilasyonunun &strojen negatif meme kanseri ile iligkisi
gosterilmistir [188]. ESR1 metilasyonu prostat kanserli hastalarda da gdsterilmis, metilasyon

siddeti ve sikliginin yas ile orantili arttig1 belirtilmistir [189].

4.11. GSTP1

Glutatyon S-Transferaz (GST) enzimi, bir¢cok hidrofobik ve elektrofilik bilesenlerin
glutatyon ile konjligasyonunu katalizler ve ve GST nin © (pi) smifi, 11. kromozomun uzun
kolunda (11q) yer alan Glutathione S-Transferase I1 1 : Glutatyon S-Transferaz pi 1 (GSTP1)
geni tarafindan kodlanir [190].

Meme kanserinde GSTP1 ekspresyonunda degisiklikler goriildiigii, ve bunun tiimoriin
Ostrojen reseptor seviyesiyle iliskili oldugu gozlenmistir [191-193]. GSTP1 varyantlarinin
meme kanserinde kotii prognoz ile iliskisi bildirilmistir [191,192]. GSTP1’in apoptoz ile
iliskisinin, glutatyona etkisi ile, apoptozu bloke ettigi ve hiicre yasami dénemini uzattigi

bilinen Bcl-2 [194,195] tizerinden oldugu diisiiniilmektedir[196,197].

4.12. MGMT

Genomun 10q pozisyonunda bulunan O°-Methylguanine-DNA methyltransferase
(MGMT) geni MGMT ad1 verilen bir alkil transferazi kodlar [198]. MGMT, Guaninin 6.
pozisyondaki oksijenine bagli alkil grubunu, Cys (sistein) igeren aktif merkezine transfer
ederek, metilasyonu ve diger alkillenmeleri hizlica geri dondiiriir [199]. Inaktif MGMT geni,

alkilleyen ajanlarin en sitotoksik hasari olan O°-alkil guanin birikmesine miisaade eder;
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takibinde Timidin ile yapilan yanlis eslesme sonucu mismatch tamir tetiklenir ve DNA hasari
indiiklenerek hiicre dliimiine sebep olur [200]. Kolorektal kanserler basta olmak iizere birgok
kanser tiirinde MGMT geninin ekspresyonunun diisiik oldugu goézlenirken [201-203], meme
kanserinde ekspresyon diizeyinin lenfatik tutulum, Ostrojen reseptorii negatifligi ve uzak
metastaz ile iligkisi gosterilmistir [204]. Hatta, meme kanserinde prognostik belirte¢ olarak da
onerilmistir [202]. Ancak baz1 diger ¢aligmalarda ise MGMT ekspresyon durumu ile fenotipi
aciklamak miimkiin olmamistir [203,205,206]. Primer meme kanserlerinde ayrica, MGMT ve

p53 ekspresyon diizeylerinin ters orantili oldugu da gosterilmistir [204].

4.13. MLH1

MutL Homolog 1 (MLHI) geni, insanda 3. kromozomun kisa kolunda (3p) lokalizedir
ve MLHI1 proteinini kodlar. MLH1 geninin bir bileseni oldugu DNA mismatch tamir
yolaginin aktivasyonu aktivasyonu hiicre dongiisliniin durmasini indiikleyen duran ve hiicre
6limiine yol acan bir silire¢ olan DNA hasar1 sinyalini tetikleyebilir (Sekil 9) [207,208]. Bu
mekanizmayla MLHI1 ve MLH2 gibi diger yanls eslesme tamir genlerinin defektif oldugu
bireylerde, MGMT susturulmasi hiicreyi alkilleyici ajanlara daha sensitif hale getirir [208].
Basta kolorektal kanserler olmak iizere bir¢ok kanser ¢esidinde MLHI1 ekspresyonunun ve
metilasyon durumunun kanser riski, prognozu ve tedaviye yanit1 ile ilgisi gosterilmistir [209-
211]. Sporadik meme kanserlerinde MLHI in epigenetik olarak susturuldugu ve dolayisiyla
ekspresyonunda azalma oldugu goriilmektedir [212-214].

4.14. MSH6

MutS Homolog 6 (MSH6) geni, insanda 2. kromozomun kisa kolunda (2p) lokalizedir
ve MSHG6 proteinini kodlar. MSH6 geni, DNA mismatch tamir yolaginin bir parcasidir ve
MSH?2 ile birlikte olusturdugu aktif kompleks ile yanlis eslesmeleri tanirlar. Daha sonra
MLHI1 ve PMS2 kompleksinin kiriklar1 tamir etmesine yardimer olurlar (Sekil 8) [208].
MSHS6, cift iplik DNA kiriklarinin tamirinde gorev alan BRCAL ile de iliski icerisindedir
[215,216]. Kolon-rektum ve endometriyumda gelisen ailesel kanserler incelendiginde MSH6
geninin mutant oldugu gdzlenmistir [217-219], ancak MSH6 mutasyonlarinin, MLHI1 ve
MLH2’ye kiyasla daha diisiik oranda ve daha ge¢ yasta kansere sebep verdigi belirtilmistir
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[220]. Baz1 varyant genlerin ise meme kanseri ile iliskili olmadig1 séylenmistir [221,222].
Diger taraftan MSH6 geni mutant olmayan hastalarda, promotor hipermetilasyonuna
rastlanmig [223] ve farkli kanser tiirlerinde MSH6 ekspresyonunun azaldig: hatta kayboldugu
gozlenmistir [224,225]. MSH6 ekspresyon diizeyinin MLH1 ile ve tiimor evresi ile iligkili
oldugu belirtilmistir [224,225].
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Sekil 9. DNA mismatch (yanhs eslesme) tamirinde gorev alan temel proteinler

4.15. PAXS

Paired Box 5: ikili Kutu 5 (PAXS) geni 9q kromozomal lokalizasyonda yer alir ve B
hiicrelerinde B-hiicre aktivasyon proteini olarak bilinen proteini kodlar [226,227]. B-
lenfositlerinde olgunlagsma sirasinda siirekli olarak eksprese edilirken, plazma hiicrelerinde ise
azalmistir [228]. Farede PAXS5’in merkezi sinir sistemi gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir
[229]. Organogenezin yani sira tiimOr olusumunda da rol oynayan PAXS’in regiilasyon

bozuklugu, sinir sistemi iligkili farkli tiimdr ¢esitleri ile mesane kanserlerinde gosterilmistir
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[230-235]. Ayrica PAXS in tekrar ekspresyonunun tiimdr proliferasyonu, motilite, apoptoz
inhibisyonu ve tiimor progresyonu ile iliskisi de gosterilmis, bu sebeple tlimor olusumunda

baslatmadan ziyade gelisimi ile iliskili olabilecegi 6nerilmistir [236].

4.16. PAX6

Insan Paired Box 6: Ikili Kutu 6 (PAX6) geni, 11p kromozom bélgesinde yer alir ve iki
DNA baglanma bdlgesini (PRD ve HD) igeren bir transkripsiyon faktoriinii kodlar [237].
PAX6 gozlerin, merkezi sinir sisteminin, pankreas ve endokrin bezlerin gelismesi ig¢in
esansiyel oldugu kadar [238-240], timor gelisiminde de rol oynar [241-243]. Pankreas
kanserlerinde PAX6 ekspresyonunun azalmasi kanser hiicresi proliferasyonunda ve Met
onkojen proteini ekspresyonundaki azalmaya sebep olmaktadir [244]. Diger taraftan
glioblastoma, mesane kanseri ve prostat kanserinde promotdr metilasyonu veya ekspresyon
azalmasinin kotii prognoz ile ilgisi gosterilmis olup, bir timor siipresor olarak kanser belirteci
olmast Onerilmistir [245-247]. Ancak PAX6’nin tiimdr siipresor olarak rolii komplekstir.
Meme kanseri hiicre hatlarindaki artmig ekspresyonu [248] ve Androjen reseptori ile iligkisi
[247] dogrultusunda meme kanserinin gelisiminde rol oynadig diisiiniilmektedir [244,245].
PAX6 nin silindigi farelerde, tiimor hiicrelerinin GO/G1 gegisini yapamadiklar1 gdsterilmis ve

PAXa®6, tanisal belirteg olarak onerilmistir [249].

4.17. PTEN

Phosphatase and Tensin Homolog: Fosfat ve Tensin Homologu (PTEN) geni insanda
10qg genomik yerlesimi gosterir ve hem protein hem de lipit fosfataz aktivitesi ile PI3
Kinaz/Akt sinyal yolagi inhibisyonu dahil olmak iizere tiimor siipresor Ozellikleri gdsteren
PTEN proteinini kodlar [250]. Bu yolak, HER2 gibi reseptorlere biiylime faktorlerinin
baglanmasi ile uyarilabilir. Meme kanseri dahil olmak iizere bir¢ok insan kanserinde PTEN
mutasyonlarima veya kayiplarina  baghh ~ PI3K/Akt yolagimin  hiperaktivasyonunu
gosterilmektedir [251]. Ayrica Cowden Sendromu’nda, dogustan gelen PTEN mutasyonlari,
meme ve over kanseri riskini arttirmaktadir [252,253]. Benzer sekilde PTEN geni
mutasyonlarinin meme [254], prostat [255] ve mide-6zofagus kanserleri [256] ile iliskisi

gosterilmistir. PTEN, insan kanserlerinde en ¢ok kaybedilen tiimor siipresor genlerden biridir.
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Bir c¢aligmada, prostat kanseri vakalarinda tani aninda hastalarin %70’inde genin bir

kopyasinin kayboldugu saptanmistir [257].

4.18. RARB

Retinoic Acid Receptor-beta: Retinoik asit Reseptorii-beta (RARB) geni, insanda 3p
genomik lokalizasyonunda bulunur ve bir niikleer reseptdr olan RAR-f proteinini kodlar.
RAR-fB, Tiroit-Steroit Hormon Reseptorleri siiperalilesine ait bir niikleer transkripsiyon
faktoridiir [258]. Reseptor, sitoplazma ve subniikleer kompartmanlarda bulunur ve A
Vitamininin biyolojik olarak aktif formu olan retinoik asidi baglayarak, embriyonik
morfogenez, hiicre biiylimesi ve farklilasmasinda hiicresel sinyallere aracilik eder [258].
Retinoik asitin hiicre kiiltiirii ve hayvan modellerinde karsinoma hiicrelerinin biiyiimesini hem
apoptoza hem de hiicre sikliisiinde takilmaya yol agarak inhibe ettigi gézlenmistir [259-262].
Meme kanserinde tiimor siipresor gen olarak onerilen RARB geninin [263], bir¢cok farkli
kanser tlirlinde metile oldugu veya ekspresyonunun azaldigr veya hi¢ olmadigi gozlenmis
[264-267] olup, bu durum ileri evre ile iliskilendirilmistir [268]. invazif meme tiimérlerinde,
RARB metilasyonunun lenf diiglimii metastazi, yiiksek proliferasyon orani ve ileri histolojik

grade ile iligkisi gosterilmistir [267,269].

4.19. RASSF1

Insan genomunun 3p lokalizasyonunda yerlesik RAS-association domain family 1 : RAS
Birlesme Bolgesi Ailesi 1 (RASSF1A), hiicre dongiisli kontrolii, mikrotiibiil stabilizasyonu,
hiicresel adezyon, motilite ve apoptozda gorevlidir [270]. RASSF1A genleri silinen farede,
mitoza yonelimin artmasi, kromozom hasarlari riskinin yiikselmesi, artmis hiicre motilitesi ve
artmig tlimorijenite rapor edilmistir [271-273]. Ayrica meme kanseri dahil olmak iizere gesitli
kanser tiplerinde RASSF1A promotor bolgesinde metilasyon gbzlenmis, metilasyonun klinik
ve patolojik faktorlerle ilgisi gosterilmis [274,275] ve prognositk belirteg olarak onerilmistir
[276-283]. Meme kanserinde RASSF1A’nin promotor hipermetilasyonlar1 ile susturuldugu
[275] gbozlenmistir. Metilasyon varligi, erken evre kanser hastalarinda 6nemli prognostik bilgi

saglamaktadir [283].
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4.20. STK11

Insan 19. kromozomun kisa kolunda (19p) bulunan STK11 geni tarafindan kodlanan
Serine/Threonine Kinase 11: Ser/Thr Kinaz 11 (STK11), diger adiyla Liver Kinase BI:
Karaciger Kinazi Bl (LKB1) veya Renal Carcinoma Antigen NY-REN-19, hiicre
kutuplagsmasini1 ve fonksiyonlarimi diizenleyen, tiimor siipresor 6zelliklere sahip bir protein
kinazdir [284]. Simdiye kadar akciger, serviks, meme, barsak, testis, pankreas ve cilt kdkenli
kanserlerde STK11 geninde bir¢cok somatik mutasyon gdsterilmistir [285,286]. Peutz-Jegher
Sendromu’nda, poliplerde, LOH zemininde gelisen iki allelin de kaybi mevcuttur [287].
Bunun yani sira, promotdr metilasyonu ile transkripsiyonel susturma da alternatif mekanizma

olarak onerilmektedir [288,289].

4.21. THBS1

Thrombospondin I: Trombospondin 1 (THBS1, TSP1) geni, 15. kromozomun uzun
kolunda (15q) yer alir ve disiilfit bagli homotrimerik proteinin bir alt iinitesini kodlar [290].
Bu protein fibrinojen, fibronektin, laminin, tip V kollajen ve integrinler ile baglanabilen ve
hiicre-hiicre iligkileri ile hiicre-matris iligkilerini diizenleyen bir adezyon glikoproteinidir.
TSP1, ilk tanimlanan endojen anjiyogenez inhibitoriidiir [291,292]. Bazi1 tip insan
timorlerinde siklikla kaybedilmis haldeyken, deneysel tiimér modellerinde de artmis
ekspresyonunun tiimor biiyiimesi, yeni damar olusumu ve metastazi belirgin sekilde azalttig
gozlenmistir [293]. Trombospondin, NO (nitr6z oksit) tarafindan uyarilmis anjiyogenez
tizerinde baskilayici etkisi ve kan akimi degisiklikleri i¢in hiicre yiizey reseptorii CD47’ye
baglanmas1 gereklidir [294,295]. TSP1’in hiicre yiizey reseptorii CD47’ye baglanmasi
engellenildiginde, timor biiyiimesi yavaglarken normal dokunun kanser radyasyon tedavisine
neredeyse bagisik hale geldigi goriilmiistiir [296].

Bazi fare ve hiicre hatt1 deneylerinde ise yiiksek TSP1 diizeylerinin diferansiye olmayan
gorlntii ile iliskisi gosterilmisken [297,298], digerlerinde TSP1 ekspresyon artiginin timor
biiyiimesini ve metastazi yavaslattigi onerilmektedir [299,300]. Meme kanseri microarray
calismalarinda, metastatik hiicrelerin, normal hiicreler oranla 3 kati daha az TSP-1 eksprese
ettikleri gozlenmistir [301]. Benzer sekilde diisiik TSP1 ekspresyonu artmis rekiirans ve

azalmis sagkalim ile birliktedir [302]. Diger taraftan safra kesesi kanserlerinde artmis T
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evresi, lenf diiglimii metastazi ve vendz tutulum ile TSP1 ekspresyonunun bir arada oldugunu
gosteren caligmalar da Trombospondin’in kanser ve metastazdaki kompleks roliinii

gostermektedir [303].

4.22. TIMP3

Ekstraseliiler matris yikiminda gorev yapan matris metalloproteninazlarini inhibe
proteinleri  kodlayan Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinases 3: Matris
Metalloproteinazlarinin Doku Inhibitoru 3 (TIMP3) geni, insan kromozomunda 22q da
yerlesim gosterir [304]. Mitojenik stimiilasyon ile TIMP3 ekspresyonunun arttig1 ve proteinin
ekstraseliiler matrise lokalize oldugu bilinmektedir [305,306]. TIMP3 ekspresyonunun
ekstraseliiler matris degradasyonunu inhibe etmesinin, primer tiimor bilylimesi, invazyon,
anjiyogenez ve uzak metastazi baskiladigi gosterilmistir [306,307]. Meme kanseri dahil olmak
lizere bazi kanser tiirlerinde, TIMP3 seviyesinin kanser prognozu ile iligskili oldugu

bulunmustur [308-310].

4.23. TPS3

Giiclii bir transkripsiyon faktorii olan Tumor Protein 53: Tiimor Protein 53 (TP53), 17p
de yerlesim gosterir ve hiicre dongiisii, DNA tamiri, apoptoz, senesens ve anjiyogenezde
onemli rollere sahiptir [311,312]. Kodladig1 p53 proteini, sekansa 6zgiin bir transkripsiyon
faktorii olarak temelde; p21/WAF1/CIP1 ve GADD45 gibi hiicre dongiisiiniin durmasi ile
iligkili genler ile PUMA, BAX ve PIG3 gibi apoptoz indiikleyici genlerin transkripsiyonunu
indiiklemesi iizerinden etki eder [312-314]. Ayrica p53’ilin transkripsiyondan bagimsiz sekilde
de apoptozu kontrol ettigi gosterilmistir [315]. ATM, ATR gibi protein kinazlar tarafindan,
p53 farkl birgok bolgesinden fosforlanarak, stabilitesi ve sekansa 6zgilin aktivitesi kontrol
edilmektedir [316,317]. Insan tiimérlerinin yarisindan fazlasinda TP53 geni mutant veya
delete oldugu, dolayisiyla fonksiyonunun azalmis veya kaybolmus oldugu gézlenmistir [318,

319].
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4.24. TP73

Birinci kromozomun kisa kolunda (1p) yerlesimi olan Tumor Protein 73: Tiimor Protein
73 (p73) geni, p63 ve p53 ile birlikte pS3 ailesini olusturan {i¢ genden biridir [320,321].
Gosterdigi yapisal benzerlik nedeniyle, p73 proteinin de bir tiimor siipresér gen oldugu
diistiniilmektedir [320, 322]. Ailenin diger iiyeleri ile birlikte apoptoz yolaginda etkili oldugu
gosterilmistir [323-325]. Ancak p53’tin aksine, kanserlerde p73’lin genellikle mutasyona
ugramamis haldedir [326-328]. Hatta daha da ilginci, p73 defektif farelerde tlimdrigenik
fenotip gozlenmemistir [329]. Birgok izoformu olan p73 proteinlerinin bazi formlarinin [330-
333] bircok kanser tiirlinde ekspresyonu artmis olarak goézlendiginden [334-340], bazi
aragtirmacilar TP73 i¢in hem tiimor siipresér hem de onkojenik 6zellikler gosterebildigini
diistinmektedir [341, 342]. Timdr olusumuna etkileri tartigilirken, embriyonik néron gelisimi
ve ndron apoptozu lizerinde p53’ii baskilamak suretiyle etkili oldugu, bdylece de hiicre

diferansiyasyonu tizerinde etkili oldugu gosterilmistir [343].
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5. GEN EKSPRESYONU

Gen ekspresyonu, DNA’daki bilginin proteine doniisiim siirecinin ilk basamagini
yansitir. Her bir asamanin siki sekilde denetlenmesi ve diizenlenmesiyle birlikte genel olarak
DNA’daki bilgi mRNA’ya aktarilir, mRNA’daki bilgi igerigine gore ve mRNA miktariyla
iliskili olarak ilgili protein sentezlenir (Sekil 10). Molekiiler yontemlerden Kantitatif Ters
Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase
Chain Reaction: qRT-PCR), bir gene 0zgiin mRNA’nin incelenmesiyle, o genin hiicre
icindeki ekspresyon miktarinin Slgiilmesine, boylece de o genin aktivasyonu hakkinda bilgi
sahibi olunmasini saglar [344]. Gen ekspresyon profilleri ile kanser dokusunun davranis

biciminin anlasilabilecegi kabul edilir [345].

AN
A

Ny

aminoasid protem

Sekil 10. DNA’dan proteine bilgi aktarimi
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5.1. Gercek Zamanh Ters Transkriptaz-PCR (Real time RT-PCR)

Bir genin ne kadar eksprese edildigi hakkinda, o genden ilgili proteinin sentezlenmesi
icin kullanilacak olan 6zgiin mRNA molekiiliiniin miktari 6lgerek fikir sahibi olunabilir
[344]. Ozgiin olarak bir mRNA'nin miktarmi belirlemenin en kullanisli, giivenilir ve duyarli
yollarindan biri de RT-qPCR olarak adlandirilan yontemdir. Bu yontemde; izole edilen
RNA’nin, revers (ters) transkripsiyon ile komplementer DNA'st (cDNA) sentezlenir ve
takibinde de gene 6zgiin ve kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR)'a tabi tutulur
[345].

Gerg¢ek zamanli PCR’da her gen i¢in tek basina ayr1 ayr1 kuyucuklarinda gergeklestirilen
reaksiyonlarin 6zgilinliigli, o gen bdlgesine ait cDNA dizisine komplementer bir ¢ift primer
kullanilarak saglanirken; amplifikasyonu gercek zamanl ve 6zgiin olarak goriintiileyebilmek
icin de prop ismi verilen bdlgeye 0Ozgiin komplementer dizide bir oligoniikleotit
kullanilabilir[344,346-348]. Ger¢cek Zamanli Kantitatift PCR (qPCR), Microarray
dogrulamasi, patojen kantitasyonu, transgenik kopya sayisinin belirlenmesi, ila¢ tedavi

uygulamalar1 ve kanser arastirmalarinda yaygin olarak kullanilir [350-354].

5.1.1. Mikrokolon ile RNA izolasyonu

Ozgiin mRNA molekiillerini inceleyebilmek igin, kimyasal ve mekanik olarak
homojenize edilen doku parcasindan ortaya ¢ikan tiim RNA’nin izolasyonu yapilmalidir. Bu
siklikla, mikrokolon yontemi diye adlandirilan, bir kaotropik tuz ¢dzeltisi icinde ¢oziinmiis
haldeki RNA’nin, kolondaki cam (silika) elyafi parcalar1 iceren matrise tutturulduktan sonra
yikanarak kontamine edicilerin arindirilmasi sonrast RNaz’dan temiz su i¢inde kolondan geri

elde edilmesi yontemi ile yapilabilir [355].

5.1.2. Abzorbans ve RNA miktari ile safliginin belirlenmesi

A (abzorbans) degeri, ¢ozelti icinden gegen belirtilen dalga boyundaki 1s181n, 151k yolu
(genellikle 10 mm) i¢inde ¢Ozelti tarafindan sogurulmasi sirasinda kaybettigi genligini belirtir.
Oyle ki, 0.00 degeri 15181 o dalga boyunda hi¢ genligini yitirmedigini ve ¢dzeltinin o dalga
boyu i¢in tamamen seffaf oldugunu gosterirken, 1.00 degeri ise 15181n tamamen soguruldugu
opak bir ¢ozeltiyi belirtir [356]. Niikleik asitlerin 151k spektrumunda moroétesi (UV) tayfa denk

gelen 260 nm de en iist abzorbans degerlerine sahip olduklar1 bilinmektedir. Yine UV
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bolgeye denk gelen 280 nm dalga boyunda yapilan ikinci 6l¢iim ise Abzorbans-Dalgaboyu
egrisinin karakteri hakkinda bilgi verirken, egri formunun bozulmasi, ¢ozeltide kontamine
edici diger organik maddelerin (bu durumda o6zellikle proteinlerin) varhigina isaret eder.
C)yleyse Assonm degeri c¢ozeltideki niikleik asit konsantrasyonu hakkinda; Azeonm/A280nm

degerleri orani ise ¢ozeltinin saflig1 hakkinda bilgi verebilecektir [357].

5.1.3. Komplementer DNA sentezi
Komplementer DNA (cDNA) sentezi, RNA molekiilii kalip olarak kullanilarak, o

molekiil ile komplementer sekansa sahip DNA molekiillerinin sentezlenmesidir. RNA
laboratuvar ¢alismalari i¢in yeteri kadar stabil ve kolay islenebilir olmadig i¢in, ayn1 6zgiin
sekansa sahip ancak daha kararli olan DNA yapis1 ile ¢alismak tercih edilmektedir. Bunun
icin MMuLVRT (moloney miirin 16semi viriisii ters transkriptazi) ile oligo-dT veya rasgele
hegzamerler ile kullanilabilir [358]. Rasgele hegzamerler olarak isimlendirilen 6 bazlik
niikleotitler havuzu A, G, C ve T ile olusturulabilecek tiim hegzaniikleotit dizilerini
icerdiginden, bir DNA polimeraz olan Revers transkriptaz i¢in primer olarak
kullanildiklarinda, dizi ayirt etmeden tiim RNA havuzunun kalip olarak kullanilabilmesine
imkan tanir. Oligo-dT olarak isimlendirilen TTT..T seklindeki 12-18 bazlik oligoniikleotit
zincirleri de mRNA’nin 3’ ucundaki poli-A kuyruguna baglanir ve spesifik olarak biitiinliigii
bozulmamig tiim mRNA’larin kalip olarak kullanilarak komplementer DNA’larin

sentezlenmesine imkan verir [359].

5.1.4. FRET ve Floresan Proplar

FRET (Forster rezonansi enerji transferi) prensiplerine gore tasarlanmis floresan proplar,
5" ucunda FAM ve 3' ucunda floresan sondiiriicii (quencher) molekiiler isaretlere sahiptir.
Ancak, FRET prensiplerine gore bu iki isaretin rezonans olusturabilecek kadar yakin olmasi
sebebiyle serbest halde 1s1ma yapmaz [360]. PCR reaksiyonundaki baglanma basamaginda
komplementer bolgelerine baglanan proplar, {ist ve alt dizilerine ilgili primerlerin baglandigi
ve gene Ozgiin polimerizasyonun basladigi halde, DNA polimerazin ekzoniikleaz aktivitesi ile
kesilerek iki molekiiler igaretin birbirinden ayrilmasi ile 1s1ma yapabilir hale gelir. PCR
reaksiyonu dongiileri ilerledikce kesilerek 1s1ma yapabilir hale gelen prop miktari

eksponansiyel olarak artis gosterir ve bu floresan 1s1ma genligi cihaz tarafindan saptanarak
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goriintiilenir (Sekil 11) [361]. Cihaz tarafindan saptanan bir 1stmanin varligi ancak o gene ait
PCR reaksiyonunun gerceklesmesi ile olabileceginden, 1g1manin varligt o gene ait cDNA'nin
varligin1 ve dolayisiyla da ilgili dokuda, o gene ait mRNA'nin varligin1 gosterirken, 1s1manin

genligi de dolayli olarak ilgili mRNA'nin miktarin1 gésterecektir.

5.1.5. UPL (Universal ProbeLibrary™)

UPL(Universal ProbeLibrary™: Evrensel Prop Kiitiiphanesi), Exiqon® tarafindan
gelistirilmis ve ticari olarak sunulan; 8-9 niikleotit uzunugunda ve LNA (locked nucleic acid)
yapisinda oligoniikleotit zinciri olan proplardan olusan bir kiitiiphanedir [362]. 90 propluk bu
set ile, insan transkriptomunun %99’u incelenebilir. Kendi internet sitesindeki
(www.universalprobelibrary.com) tasarim yazilimmi kullanarak, 155.000’den fazlasi
introndan gecen toplam 639.500°den fazla testi %96’dan biiyiikk basar1 ile tasarlamak
mimkiindiir. UPL, ayn1 proplar ile diger canlilarin transkriptomlarini incelemeye de olanak
vermektedir. Her prop ortalama 7.000°den fazla transkript i¢in kullanilabilmekte ve her
transkript ortalama 19 farkli prop ile caligsilabilmekteyken, tasarim yazilimi hangi testlerin
daha iyi calisacagini da matematiksel olarak analiz ederek optimize etmektedir. Ayni

zamanda tiim proplar ayn1 termal profilde ¢aligabilecek sekilde tasarlanmigtir [362].

Floresans

Sekil 11. FRET prensibi ile ¢alisan bir probun sematik gosterimi
Kendi iizerine kivrilan prop, 1sima yapmaz. Denatiirasyon ile bir miktar 1s1ma veren prop,
yeni sentezlenen zincir yapisina katildiginda ise tam 1s1ma yapar.
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5.1.6. PCR reaksiyon dinamigi ve Ct kavrami
PCR ii¢ fazdan olusur: Eksponansiyel faz, lineer faz ve plato faz1 (Sekil 12) [359,363].

Eksponansiyel faz, PCR’mn en erken segmentidir. Reaktifler heniiz bol oldugundan iiriin
eksponansiyel olarak artar. Lineer fazda iiriin lineer olarak artar, reaktifler tiikkenmeye baslar.
Plato fazinda iirlin miktar1 degismez ve reaktifler tikkenir. Ger¢ek zamanli PCR, eksponansiyel
fazda PCR iirliniin miktar1 ideal kosullar altinda baslangictaki kalip miktarina orantilidir
[359,364]. Eksponansiyel faz sirasinda PCR iiriinii verimlilik tam (%100) ise her dongiide iki
katina ¢ikar. PCR dinamikleri tipik olarak DNA baglayan boyalar, hidroliz ve hibridizasyon
problart ile gozlenir [357].
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Sekil 12. Sematik olarak qRT-PCR reaksiyonu verisi
(A) PCR fiiriin miktarina karst1 PCR dongi sayisinin teorik grafigi: Eksponansiyel faz, lineer
faz ve plato fazi. (B) PCR iiriin miktarinin logaritmasina kars1 PCR dongii sayisinin teorik
grafigi. (C) Seri diliisyon deneyinin ¢iktisi.

Ger¢ek zamanli PCR’1n temeli, amplikonlarin sayis1 ile boya arasindaki direk pozitif
iligkidir. Sekil 12-B’de gosterildigi gibi eksponansiyel fazdan lineer faza gecis asamasinda
Olciilen floresansin logaritmasi, orijinal kalip miktar1 ile koreledir. Floresans sinyalin esik

diizeyi, giiriiltilyii azaltmak icin ayarlanabilir. Olgiilen floresans miktarinin logaritmik

skalada, belirlenen esigi gectigi dongiiniin sira sayisi “esik dongiisii” (Ct) olarak tanimlanir.

5.1.7. Reaksiyon verimliligi belirteci (R>)
Belirleyicilik katsayisi (RY), istatistiksel modeller icin, iliskili olduklart diger bilgiler
temel alinarak, gelecek ¢iktilarinin tahminini yapmakta kullamlir. R* 0 ile 1 arasinda bir

degerdir ve bir regresyon dogrusunun veri grubuna ne kadar iyi oturdugunu gosterir. Tam



1.0 degeri, verilerin dogruya en iyi sekilde oturdugu anlamina gelmektedir ve bdylece gelecek
verilerin de model tarafindan en iyi sekilde tahmin edilebilecegini belirtir [365]. Bir dizi seri
diliisyonlar ve tekrarlar ile yapilan kantitatif PCR deneylerinde, elde edilen sonuglarin R’
degerinin 1.0’e yakin olmasi, deneyin tekrarlanabilirligi ve kantitasyon i¢in tutarliligini

gosterecektir [366] (Sekil 13).

R?’=10 R’=0.8

ekil 13. Orneklerin dagilimina gére R>’nin durumu
S g g

5.2. PCR verilerinin Kantitasyonu

Kantitatif RT-PCR verileri absoliit vaya nispi olarak kantite edilebilir. Absoliit
kantitasyon tam olarak transkript kopya sayisina gereksinim oldugunda yapilirken nispi
kantitasyon ¢ogu fizyolojik ve patolojik ¢aligma icin yeterlidir. Nispi kantitasyon referans
gene karsit hedef genin ekspresyonu ve ayni genin referans olarak alinan Ornege karsi
arastirma yapilan 6rnek arasinda karsilastirmaya dayanir [367]. Cogu qRT-PCR deneyleri i¢in
nispi kantitasyon yeterli oldugundan cesitli veri analiz yontemleri gelistirilmistir. ki
matematik modeli ¢cok yaygin olarak kullanilir: verimliligin kalibre edildigi model [367] ve
AACt modeli [368]. Her iki modelin de deney sistemleri benzerdir. Deney, kontrol 6rnegi ve
referans geni igerir. Her 6rnekte hedef gen ve internal kontrol olarak referans gen seri olarak
seyreltilen orneklerde PCR amplifikasyon gerceklestirilir. Tipik olarak her diliisyon icin
cesitli tekrarlar icerir. PCR amplifikasyon verimliligi ya yiizde olarak (0’dan 1’e) ya da her
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dongiide artan PCR iirlinliniin miktar1 olarak (1’den 2’ye) tanimlanabilir. Verimliligin kalibre
edildigi model, daha genellestirilmis AACt modelidir.

Amplifikasyon grafiginden, hesaplanan Ct sayisi ile birlikte amplifikasyon grafigin
egimi de amplifikasyonun verimliligini (E) verir. Her bir gen (hedef ya da referans gen) i¢in
ACt, kontrol drneginin Ct’sinden arastirilan ornegin Ct’si ¢ikarilarak hesaplanir. Kontrole
kars1 tedavideki hedef genin ekspresyonunun orani referans ACt’nin (ACt referans) giicline
referans gen verimliligi (E referans) ve hedef ACtnin (ACt hedef) giiciine hedef gen

verimliligi (E hedef) arasindaki orandan tiiretilebilir.

ACt (hedef) = Ct (kontrol)-Ct (6rnek)

ACt (referans) = Ct (kontrol)-Ct (6rnek)

ACt (hede
Ehedef ( D

Oran =

(ACt (referans)
Ereferans

Eger hem hedef hem de referans gen en yiikksek PCR amplifikasyon verimliliklerine
ulastyorsa AACt model verimliligin kalibre edildigi modelden tiiretilebilir. Ideal kosullarda,
hem hedef verimliligi (Epeqer) hem de kontrol verimliligi (Exonto) 2’ye esit (her dongi

sirasinda amplikonun 2 katma ¢iktigmi gosterir) olma durumda oran 22" olacaktir

[367,368].
AACt = ACt (referans) - ACt (hedef)

Bu durumda, E**“" degeri hasta 6rneginin normal dokuya gore kag kat arttigi ya da

azaldigin1 gosteren deger olacaktir [368].
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5.3. Referans Genlerin Belirlenmesi ve Normalizasyon

Farklara dayanan gen ekspresyonu calismalarinin en biiyiik zorlugu heterojen 6zellikteki
doku orneklerinin nasil normalize edilecegidir [369]. Bu asama deneysel siirecin sonuglarini
tamamen degistirebilen, yanlis yorumlara yol agabilen en 6nemli basamaktir.

Gilintimiizde genellikle kabul edilen; gen ekspresyon diizeylerinin hiicresel giris ¢ikist,
RNA kalitesi ve RT verimliligindeki farkliliklarin kosullarla degismeden eksprese olan
referans (housekeeping 6zellikteki) genlerine normalize etmektir. Bununla birlikte bu giline
kadar altin standart olabilecek herhangi bir referans gen belirlenememistir. Daha iyi bir
yontem bulunamadigindan birbirinden bagimsiz hiicresel fonksiyonu olan cesitli referans
genlerin analiz agamasina ge¢meden stabilitesinin kontrol edilmesi ve birden fazla genin
ortalama ekspresyonunun en uygun normalizasyonu yansittig1 kabul edilmeye baslamistir. Bu
amacla.internet iizerinden serbest olarak ulasilabilen bilgisayar programlar1 gelistirilmistir
(GeNorm [370], NormFinder [371] gibi). NormFinder her bir aday referans genin stabilite
degerini belirler. Bu deger, o genin normalizasyonda kullanilmas1 durumunda ortaya ¢ikacak
olan sistemik hatay1 degerlendirmede kullanilan tahmini ekspresyon varyasyonlari i¢in direk
Olctlidiir. Normalizasyon i¢in en iyi genin belirlenmesini saglar, ne kadar kiiclikse o kadar
stabildir [371].

Es kosullarda gergeklestirilen PCR, cDNA sentezi ve RNA izolasyonu varliginda,
Ol¢iilen amplifikasyon genliklerinin dogrudan o dokudaki mRNA miktarini, yani ilgili genin
ekspresyon diizeyini yansittigi kabul edilebilir. Ancak es kosullarin saglanmasi biyolojik
orneklerin dogal c¢esitliliginin yam sira, islemlerin eksponansiyel amplifikasyonlar igeren bir
zincir reaksiyonu igermesi sebebiyle de oldukca zordur. Bu sartlar g6z Oniinde
bulunduruldugunda, olciilen amplifikasyon genliklerinin, matematiksel olarak normalize
edilmeden hemen hemen hi¢ bir degerinin olmadigmmi sdylemek yanlis olmayacaktir.
Normalizasyondan kasit, es reaksiyon sartlariin saglanamadigi durumlar sebebiyle Olciilen
degerlerin bir takim oranlama ve diizeltme islemlerine tabi tutularak, ortaya c¢ikmis olan
sapmalarin deney grubundaki her 6rnek i¢in esitlenmesidir. Normalizasyon sonucunda elde
edilen bagil deger, gercegine en yakin deger olmasa dahi, tiim normalize degerlerin kendi
gergcek degerlerine es oranda yakin olmasi saglanmig olur. Normalizasyon islemi ile, asagida

anlatilan hatalar diizeltilmis olur: 51



1- PCR verimliliklerinden kaynaklanan hatalar: Farkli gen bolgelerini ¢ogaltmaya
yonelik PCR reaksiyonlarmin verimlilikleri farkli olabilir. Verimlilik (E: efficiency), PCR
reaksiyonunda bir polimerizasyon dongiisii sonunda iiriin miktarinda ne kadar artis oldugunu
belirtir. Reaksiyona giren DNA'larin o sikliis sonunda tamaminin kalip olarak kullanildig1 ve
komplementerinin sentezlendigi durum i¢in E =%100 =1.00 olacaktir. Reaksiyonun
verimliligi, primer konsantrasyonu ve kompozisyonu, c¢ogaltilacak gen bolgesinin dizisi,
termal profil gibi bir¢ok nedene bagh olarak degisiklik gosterebilir. Kirk dongiiden olusan iki
PCR reaksiyonunun verimlilikleri %15 farkli oldugunda, baslangi¢c kalip DNA miktarlar1 ayni
dahi olsa, reaksiyon sonu iiriin miktarlar1 50 kattan fazla sapma gosterebileceginden reaksiyon
verimliliginin belirlenerek normalizasyon i¢in goz Oniinde bulundurulmasi ¢ok Onemlidir
[368].

2- Kalip cDNA miktarindan kaynaklanan hatalar: PCR igin ilk kalip olarak kullanilan
cDNA miktarini esitlemek basitce miimkiin degildir. Es biiyiikliikteki dokulardaki hiicre
miktarlar1 yiizlerce kat farkli olabileceginin yani sira, RNA izolasyonunun verimliligi bu
farklar1 ¢ok daha biiyiik boyutlara tasiyabilir. Her ne kadar cDNA sentezi i¢in kullanilan RNA
konsantrasyonlar1 spektrofotometrik Ol¢lim sonrasi hesaplanan diliisyonlar ile esitlenmeye
calisilsa dahi, izole edilen total RNA i¢inde biiylik ¢cogunlugu rRNA, tRNA gibi diger
RNA'larin olusturmasi sebebiyle sdzkonusu dl¢timler aslinda mRNA konsantrasyonunu tam
olarak yansitamamaktadir. Ayrica cDNA sentezi reaksiyonunun verimliligi kalip RNA
konsantrasyonu ve karakterine gore ¢ok degisken olabilmektedir. Ilgilenilen genin PCR sonu
iiriin miktarini, ayn1 6rnekten ¢ogaltilan bir referans genin son iiriin miktar1 cinsinden bagil
olarak belirtmek, ilk kalip konsantrasyonundan kaynaklanan farkliliklar1 en aza indirmek i¢in
en ¢ok kabul gdoren yontem haline gelmistir. Burada kullanilacak olan referans gen,
housekeeping olarak isimlendirilen, her hiicrede aktif halde bulundugu, belirli bir diizeyde
ekspresyonunun oldugu ve bunun hiicrenin i¢inde bulundugu herhangi bir durumda biiyiik
oranda degisiklik gostermedigi genler arasindan segilir. Hatta bu genlerin dahi bazi
durumlarda ekspresyon diizeylerinin degisebildigi goézlemlenmis olup, referans olarak tek
genin kullanilmasi hatalara sebep olabileceginden, yeni yaklasim birden fazla referans genin
Olclimiiniin yapilmasi yoniindedir. Bu genlerin diizeyleri 06lglim sonunda birbirleriyle
karsilastirilarak ortalamalar1 alinabilir veya sapma gosteren gen veya genler degerlendirme

dis1 birakilabilir.
52



5.4. Ekspresyon Is1 haritasi (heatmap)

Ozellikle microarray calismalarinda ekspresyon verilerinin sayisal degerlerini
gorsellestirmek icin sik kullanilan bir istatistiksel gorsellestirme yontemdir [372,373].
Genellikle yatay eksen ornekleri, diisey eksen ise genleri gosterir. Matrisin her bir hiicresi, o
hiicrenin ait oldugu genin, o hiicrenin ait oldugu 6rnekteki nispi ekspresyon seviyesini temsil
edecek sekilde renklendirilir. Nispi ekspresyon seviyesi, ilgili 6rnegin normalize edilmis gen
ekspresyon diizeyinin aynm1 genin saglikli normal dokudaki ekspresyon diizeyine oramidir.
Kiimelenen orneklerin ortalamasi siyah renk ile gosterilirken, degerler ortalamadan saptikca
parlak renkler kullanilir. Bazen de siyah olarak ifade edilen referans deger farkli olabilir.
Ornegin bir kanserde normalden sapmay: gorsellestirmek igin, ortalama yerine saglikli normal
dokularda oOlcililen degerler siyah ile ifade edilebilir. Yesil renk tonlar1 ekspresyon
diizeyindeki artmay1 gosterirken, kirmizi renk tonlar1 ise ekspresyonun azalmasi anlamini
tagir. Parlak renkler, soluk renklere oranla ekspresyon degisikligi miktarinin daha fazla
oldugunu gosterirken, siyah goziiken hiicreler belirgin bir ekspresyon degisikliginin

olmadigini belirtmektedir (Sekil 14).

GEN 1
L GEN2
GEN 3
~ |GEN4
GEN 5
GEN 6
GEN 7
GEN 8
GEN9

GEN 10

Sekil 14. Kanserde gen ekspresyon ¢aligmalarinda 1s1 haritas1 gosterimi

Bu oOrnekte kirmizi olarak gdsterilen genlerin ekspresyonlarinin azaldigini, yesil olarak
gozlenenlerin ise ekspresyonlarinin arttigini gérmekteyiz. O halde, Gen 1-5 onkogenler, Gen
6-10 tiimor siipresor genler olarak diistiniilebilir.
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6. EPIGENETIK

6.1. DNA Hipermetilasyonu

Genetik icerikte degisiklife neden olmadan DNA hipermetilasyonu ve histonlarin
hipoasetilasyonu gibi epigenetik olaylar, DNA’nin ve kromozomun ii¢ boyutlu yapisini
degistirerek gen ekspresyonunda degisiklikleri neden olan mekanizmadir [20]. Hiicrelerin
fonksiyonel aktivitesinde gerekli olan proteinlerin iiretimindeki genel bilgi genetik sifre ile
saglanirken epigenetik bu bilginin nerede, ne zaman ve nasil kullanilacagini belirler.

En 1iyi bilinen epigenetik belirteg, DNA metilasyonudur. DNA metilasyonunun gen
aktivitesinin kontroliinde ve niikleusun yapisinda énemli bir rolii vardir. Metilasyon, guanin
niikleotitlerinin 6niindeki sitozinlerde meydana gelir ve bu yap1 CpG ikili niikleotit olarak
adlandirilir [374,375]. CpG ikili niikleotitlerinden zengin bdlgeler (CpG adalar1)) genom
boyunca bir ¢ok genin 6niinde genin diizenlenmesinde 6nemli bolgelerde yer alir. Bu adalarin
belirli gruplarinin metilasyonuna normal dokuda rastlansa da genellikle normal hiicrelerde
metile degildir [374,375]. Kisaca CpG adalarinin metilasyonu; gen delesyonu ya da inaktive
edici mutasyonlara esit fonksiyon gorerek genin susturulmasina neden olur (Sekil 15)
[376].

CpGadas:

I I ...... SR B

P * Tmw A SR

?mECpG Transkripsivon ﬁ

Sekil 15. DNA metilasyonunun sematik gésterimi
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Hiicre yasamini, proliferasyon ve diferansiyasyonunu siki kontrol altinda tutan bir ¢ok
genin Oniinde CpG adasi1 vardir. Cesitli deneysel ¢alismalar kanser hiicrelerindeki anahtar
genlerin transkripsiyonunda CpG adaciklarinin metilasyonunun énemli rol oynadigini, metal
transferaz uygulamalar1 ile geri dondiiriilebildigini ve tedavide yeni hedef mekanizma
olabilecegini gdsterdi [377].

Metilasyon ile genin aktivasyonunun degistirilmesi, Knudson’un “cift vurus” hipotezine
alternatif bir yol sunar [376]. Kanser hiicre hatlar1 ile yapilan calismalarda, timor siipresor
genlerde CpG adalarinin metilasyonunun heterozigosite kaybiyla baglantili oldugu, boylece
de hipermetilasyonun karsinogeneze katkisi desteklendi [378]. Bir ¢ok kanser tipinde bir ¢ok
genin metilasyonu gosterildi [379].

Karsinogenezde, potansiyel olarak etkilenen yolaklarda bulunan genlerin metilasyon
durumlarinin meme kanserinde arastirilmasi, tiimdriin klinik davranisi ile gen veya genlerin
birlikte degerlendirilmesi Onemlidir. Kanser baslangici ve progresyonunu gosterecek
epigenetik degisikliklerin tespiti, bu degisikliklerin mekanizmalarinin belirlenmesine ve bu
bilginin de hastaligin erken tanisina yardimei olacagi ve hastaligi 6nleyici ¢alismalara katkida

bulunacagi umut edilmektedir.

6.2. Metilasyon MLPA

Timor supresor genlerin promoter bolge CpG adalarmin metilasyon degisikliklerinin
saptanmasi i¢in Metilasyona Ozgiin Coklu Baglanmis Prop Amplifikasyonu (mMLPA
(Methylation Specific Multiplex Ligated Probe Amplification), 6zgiin ve hassas bir yontemdir.
MRC-Holland firmasinin ticari halde sundugu bazi tiimor supresor genleri ve bazi genlerde
metilasyon durumunu incelemeye yonelik kitler ile, ayn1 anda 20’den fazla genin promotdr
bolgelerinde en ¢ok metilasyona ugrayan bolgelerin durumlarini degerlendirmeye imkan

tanimaktadir [380,381].

6.2.1. MLPA Reaksiyonu

MLPA reaksiyonu, kalip DNA iizerindeki 6zgilin dizileri tanimak iizere sentezlenmis bir
cift prop parcasinin, kaliba baglandiktan sonra Ligaz ile birbirine baglanarak, olusan yeni

probun PCR ile amplifikasyonundan ibarettir (Sekil 16). MLPA prop pargalar1 3 bdliim
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icermektedir: 1. Ozgiin dizi (Kalip DNA komplementeri dizi), 2. Primer Dizisi (Prop
amplifikasyonu primerlerine komplementer dizi), 3. Dolgu dizisi (Sekil 17). Kalip DNA
tizerindeki 6zglin bolgeye, arada hi¢ bosluk kalmayacak sekilde yan yana baglanan prop
parcalari, DNA ligaz ile birbirine baglanir. Boylece bir ucu diiz Primer dizisi, diger ucu ters
primer dizisi olan ve arasinda da sayica bilinen dolgu dizisi kadar oligoniikleotit olan yeni bir
prop ortaya ¢ikmis olur. Ligasyonun olmasi, kalip DNA {izerinde aranan sekansin varligin
gostermektedir. Burada dolgu dizisinin sekansinin hi¢bir anlami yoktur. Sadece multipleks
PCR reaksiyonunda, amplikonlarin birbirinden ayrilmasi ve taninmasi i¢in bir etiket gorevi
gormektedir. Daha sonra tek bir primer ¢ifti ile bir PCR yapilir. Ancak bu aslinda bir
multipleks PCR’dir ¢iinkii farkli biiyiikliikklere sahip tim MLPA proplar1 ayni anda
cogaltilmis olacaktir. Ayni1 anda 50’den fazla PCR f{iriinii elde edilen bu reaksiyon sonrasinda
triinler, kapiller elektroforez ile fragman analizine tabi tutularak her bir probun varlig1 ve

miktar1 incelenir [380].

1. Denatiirasyon ve Hibridizasyon

¥ komplementeri dizi ¥ thmnlemeﬂtEri dizi

Dolgu dizisi =3
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DHA taima bdlgesi (sel)  DMA tsima balgesi (sag)

2. Ligasyon

' : v f

3. Ortak primerler X ve Y ile PCR

sadece ligasyon alan proplarin eksponanshiel amplfasyon

=
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4. Fragman Analizi
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Sekil 16. MLPA reaksiyonlarinin sematik gésterimi
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Sekil 17. MLPA probunun yapis1 ve amplifikasyonunun sematik gosterimi

Metilasyon MLPA’da MLPA iki kez yapilir [381]. Birincide bilinen sekli ile yapilirken,

ikincide ise kalip DNA metilasyona spesifik bir restriksiyon enzimi olan Hhal ile kesildikten

sonra kullanilir [382]. Hhal, ATCC 10014 susu E. Coli bakterisinden elde edilen ve

5°..GCGC..3’ dizisini spesifik olarak taniyip ikinci GC arasindan keserken, metile sitozinlerin

varlig1 halinde kesim yapmaz (Sekil 18) [383].

5...GCGEC...%
3...CGCG...5

Enzim aktif

5. GCGC...3
i o o 1 o] - R o

Aktivite tamamen bloke

Sekil 18. Hhal restriksiyon enziminin fonksiyonu
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6.2.2. Fragman Separasyonu
PCR reaksiyonu sonrasi elde edilen biiyiikliikleri yaklagik 60-500 baz arasinda degisen

ve arasinda kimi zaman sadece 4-6 baz farki olan 50 ye yakin PCR {irlinliniin birbirinden ayirt
edilmesi i¢in kapiller elektroforez kullanilmaktadir [380,384]. PCR f{iriinleri, yani MLPA prop
fragmanlari, 75 pum c¢apinda bir kapiller iginde, polimer jel ortaminda 4-5 KV/33 cm
elektriksel alanda elektroforeze tabi tutularak, her PCR f{iriiniinlin biylkligii ve miktari
kaydedilmektedir. PCR firiinleri floresan isaretli olduklarindan, bir LASER florometre
yardimi ile elektroforez siiresince ger¢cek zamanli olarak kaydedilmektedir. Bu sirada, farkli
frekansta floresan 1s1ma yapan bir Size Standart da es zamanli olarak ayni kapiller tiip
icerisinde kosturulmaktadir. Bu diger dalgaboyundaki 1s1ma da florometre ile gercek zamanl
olarak diger kanaldan saptanarak, asil incelenen hedef fragmanlarin biyiikliiklerini
saptayabilmek i¢in referans olarak kullanilir. Ancak fragman separasyonu sirasinda
kaydedilen floresan ham veri, bir dizi parametre esliginde islendikten sonra daha anlamli hale

gelecektir [385].

6.2.3. Fragman Analizi Parametreleri

6.2.3.1. Boy Standardi Diizeltmesi

Fragman biiytikliiklerini Boy Standardi (Size Standart) referansi ile tahmin edebilmek
icin, elektroforezi yapilan DNA biiytikliikleri, boy standardi ile olusturulan bir standart egriye
oturtulur. Bu islem sirasinda tercih edilebilecek birden ¢ok algoritma mevcuttur. Local
Southern algoritmasinda yaklasik biiyiikliikleri, standartlarin mobilitesine gore degerlendirilir
ve her boy standart i¢in ona en yakin diger dort standartin mobilitesine gore, birgok egri

cizmek suretiyle hesaplamaktadir [386].

6.2.3.2. Rélatif Pik Esigi

Ham veri egrisi analiz algoritmasi ile transforme edildikten sonra, pik olarak
degerlendirilecek en kiigiik floresan degerin, en yiiksek ikinci pik degerine oranidir. Yiizde
sifir ile %100 aras1 bir deger alan esik degerinin altindaki pikler géz ardi edilir. Her boya

rengi i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilir ve standartlara uygulanmaz [386].

58



6.2.3.3. Egim Esigi

Ham veri egrisi analiz algoritmasi ile transforme edildikten sonra, birbirine siiperpoze
olmus iki pikin birbirinden ayr1 olarak degerlendirilecegi esik degerdir. Egim, pik yiiksekligi
ile orantil1 oldugu kadar genisligine de baglantilidir. Bu esigin altindaki egim farkliliklar tek
pik olarak degerlendirilir. Arka fon giriiltiisiinden kurtulmak i¢in her boya icin ayr1 ayri

yapilabilir ve 1 ile 1000 aras1 bir deger alir [386].

6.2.3.4. Mobilte/Siire Parametresi
Ham veri transforme edilirken X ekseni i¢in siirenin veya migrasyon degerinin dikkate

alinacagini gosterir [386].

6.2.3.5. Floresan Pik Biiyiikliikleri

Floresan pik biiytikliikleri sayisal olarak degerlendirilirken pik yiikseklikleri veya pik
egrisi altinda kalan alan seklinde hesaplanabilir. MLPA ¢aligmasindaki gibi genis bir araligi
kapsayan fragman biiyiikliiklerinde, yalnizca pik yiiksekliklerinin degerlendirilmesi yaniltici

olabilmektedir [386].

6.2.3.6. Boya Mobilite Diizeltmesi
Mobilite parametresinin matematiksel bir algoritmayla diizeltilmesi gerekebilir. Aktif
ester boyalar ile isaretli primerlerin ileri kalibrasyonu i¢in Beckman Coulter tarafindan

saglanan AE Ver.2 (Aktif Ester 2. versiyon) algoritmas1 kullanilmas1 6nerilmektedir [386].
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7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

7.1. Parametrik ve Parametrik Olmayan Analizler

Parametrik istatistik yontemleri, verilerin rasgele dagilim esasma uydugunu kabul
eden ve dagilim parametreleine gore ¢ikarimlar yapan yontemleridir [387]. En 1iyi bilinen ilkel
istatistik yontemleri parametriktir [388]. Genellikle parametrik yontemler, parametrik
olmayanlara gore daha fazla kabullenme yaparlar. Ancak bu ekstra kabullenmelerin dogru
oldugu durumlarda da, parametrik yontemler ile daha dogru ve kesin sonuglar elde edilebilir.
Bir baska deyisle, bunlarin istatistiksel tahmin giicii yiliksektir. Ancak bu kabullenmelerin
dogru olmadigi durumlarda ise parametrik yontemlerin sonuglar1 gayet yanlis yonlendirici
olabilir. Diger taraftan parametrik formiiller genellikle daha basit ve hizlidir [389].

Parametrik olmayan istatistik yontemleri ise, verinin belirli bir dagilima ait 6zellikleri
olmadigimi kabul ederler ve rasgele dagilim parametrelerine gére kabullenmeler yapmazlar.
Bu yontemler, gozlem degerlerinin sira sayilarim1 dikkate almaktadirlar. Ayrica parametrik
yontemlerde her bir degiskenin kendi basina standart dagilim gosteren bir gruba ait oldugu,
ancak bir arada sabit bir model iizerine oturmasi mecburiyeti olmadigi kabul edilir. Boylece
model biiyiiyerek verinin kompleksligine oturacak bir hal alir. Parametrik olmayan yontemler
Olctimlerin gercek degerleri yerine yar1 kantitatif seviyelerini kullanir ve genellikle sorgulanan
kosul hakkinda daha az bilgi sahibi olunun durumlarda kullanilir. Bu yontemler daha az
kabullenme yaptiklarindan sonuglar1 daha sabittir. Fakat parametrik yontemlerin kullanimina

uygun durumlarda kullanildiklarinda ise istatistiksel gii¢leri daha zayif olacaktir [390].

7.2. Varyans Analizi (ANOVA)

ANOVA, farkli kategorilerdeki oOrnek gruplar1 arasinda herhangi bir fark olup
olmadigini parametrik olarak sinamakta kullanilir. ANOVA, ana kiitlelerin ortalamalar
arasinda farkin olup olmamasini sinar. Bu durumda Hj hipotezi, gruplar arasinda degerler
acisindan herhangi bir fark olmadigidir. Hy hipotezine alternatif olan H; hipotezi ise, gruplar
arasinda istatistiksel acidan anlamli farkliliklar oldugunu ifade etmektedir. Olasilik

(probability) “p” degerinin 0.05’ten kiiclik oldugu durumlarda, Hy hipotezini reddedilip, H160



hipotezi kabul edilir, yani gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farkin oldugunu

diistindiliir [391,392,393].

7.3. Korelasyon Analizi ve Ag Semasi

Iki veri grubu arasinda istatistiksel bir iliski varligin1 (baglilig1) incelemek iizere
kullanilan yaklasimlardan biri korelasyon analizidir. Amag, iki veri grubu gbz Oniine
alindiginda benzer yonelim (artis veya azalig) gosteren gruplarin belirlenmesidir. Parametrik
olmayan hesaplamalarda, gruplarin birbirleriyle olan iliskilerini gérmek amaciyla ilgili
verilere uygulanan analiz sonrasinda “Spearman’in Siralama Katsayis1” belirlenir.
Gergeklestirilen korelasyon analizleri sonucunda, her bir iligki i¢in —1 ile +1 arasinda bir
degere sahip olan “p” (ro) veya “r” ile simgelenen korelasyon katsayisi hesaplanir.
Korelasyon katsayisi, degisim miktarlarindan bagimsiz olarak, bir degisken artarken digeri de
artiyorsa pozitif, biri artarken digeri azaliyorsa ise negatif degerler alir. Korelasyon
katsayisinin 0,9-1,0 olmas1 ¢ok giicli iliskiyi, 0,7-0,9 olmasi giiclii iliskiyi, 0,3-0,7 orta
iliskiyi, 0,0-0,3 ise eger varsa zayif iligkiyi gosterirken, pozitif olmasi dogru oranti, negatif
olmasi ise ters orant1 anlamina gelmektedir [394].

Korelasyon, ag grafigi ile gosterilerek gorsel acidan ifade edilebilir (Sekil 19). Her bir
daire bir grubu temsil edecek, dairelerin ¢api, diger gruplarla olan iliskinin sayica fazlaligins;
baglantilarin kalinlig1 ise 7’nin kuvvetini gosterecek sekilde ag grafikleri hazirlanir. Pozitif

korelasyonlar, kirmizi olarak gosterilir.

3 4

Sekil 19. Korelasyon analizinde ag semas1 gosterimi

Birinci, 2. ve 3. veri gruplar arasinda dogru, 3. ve 4. veri gruplan arasinda ise ters oranti
seklinde istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon goriilmektedir. En kuvvetli korelasyon ise
2. ve 3. gruplar arasindadir.
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7.4. Cok Degiskenli Karsilastirma Testleri

Korelasyon analizleri ile gruplar arasinda anlaml iligkiler bulunan durumlarda, s6z
konusu benzerlik ve farklarin, iliskili degiskenlerin hangi kategorik alt gruplarindan
kaynaklandigi, parametrik “Multivaryat Varyans Analizi (MANOVA)” c¢ok degiskenli

karsilastirma testleri ile incelenebilir. Boylece, “p” degerinin 0.05’ten kii¢iik oldugu

korelasyonlara sebep olan bagimsiz degisken kategorileri belirlenir [391,395].

7.5. Mann Whitney U testi

Mann Whitney U testi, iki bagimsiz gozlem degerinden birinin digerinden biiyiik
degerlere sahip olup olmadigini incelemek icin kullanilir. En ¢ok bilinen parametrik olmayan
anlamlilik testlerindendir. Frank Wilcoxon tarafindan esit 6rneklem biiytikliikleri i¢in ortaya
koyulan modelin, gelisigiizel 6rnek biiyiikliiklerini de kapsamak {iizere genisletilmis halidir

[396].

7.6. Ki-Kare Testi

Ki-kare (y°) testi, bir seri parametrik olan ve olmayan smama yontemlerinin ismidir.
Ki-kare sinamalarinda 6rneklem grubunun ki kare dagilimi1 gosterip gostermedigi, baska bir
deyisle kategorize degiskenlerin her bir kategoriyi olusturan grup igerisinde bagimsiz olarak
dagilim gosterip gostermedikleri sinanir. Ornegin 6 yiizlii bir zar atimmmn sonuclari
degerlendirilirken ki kare dagilimi gostermesi beklenir. Soyle ki; zarin her yiizli bir kategoriyi
belirtirken, bu kategoriler bagimsiz olduklarindan her kategoride esit sayida drnek olmasi
beklenir. Ki-kare dagilimi gosteren gruplarda 6rneklem biiyiidiikge grup, dagilima o kadar
yaklasir. Genellikle "Pearson'in ki-kare testi" en iyi bilinen ki-kare testi olup ¢cogu kez "ki-

kare-testi" sozciigii Pearson'un bu tip testi i¢in kullanilir [397].

7.7. Kruskal-Wallis Testi

Kruskal-Wallis, tek yonlii varyans analizi i¢in parametrik olmayan bir testtir. iki ya da
fazla Ornegin ayni dagilimdan kaynaklanip kaynaklanmadigini inceler. Diger bir degisle
orneklerin bagimsiz veya iligkili olduklarint gosterir. Kruskal Wallis testinin anlamli olmasi,

en az bir 6rnegin digerlerinden farkli (biiylik veya kiigiik) oldugunu gosterir [398].
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7.8. Kiimeleme Analizi ve Dendrogramlar

Elemanlarinin biribiriyle higbir iligkisini bilmedigimiz hetorojen bir grubu, homojen
alt gruplara ayirmak {izere kiimeleme analizleri gergeklestirilebilir. Kiimeleme analizleri
genellikle parametrik olarak oklit mesafesi, 1-korelasyon veya 1-kosiniis agis1 kullanilarak
veya parametrik olmayan yontemlerle medyan siralamasina gore yapilabilir [399].

Kiimeleme sonucunu gorsellestirmek icin, matris kiimesini olusturan her bir elemanin
kiime medyanindan ne kadar saptigi, 1s1 haritas1 {lizerinde renkler ile ifade edilebilir. Is1
haritasinda medyan degerler siyah ile gosterilirken, medyandan biiyiik degerler yesil, kiiclik
degerler kirmizi ile belirtilir. Medyandan daha ¢ok sapan degerler daha parlak olarak
gosterilir. Matrisi olusturan her bir eleman, dendritler (dallar) ile yatay ve diisey eksenlerde,
birbirine en yakin 6zellik gdsteren diger elemana baglanir. Bu sayede olusan agag iizerinde,
benzerlikleri gbze alinarak hiyerarsik olarak siniflandirilan gruplar ve Ornekler, agacin
orijinine yaklastik¢a aralarindaki mesafe monoton artacak ve her bir diigimiin yiiksekligi de

gruplar arasi farkliliklar belirtecek sekilde gosterilmis olur (Sekil 20) [399,400].

Mesafe

Bireyler

Sekil 20. Dendrogram yapisi
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8. MEME KANSERINDE MOLEKULER PROGNOSTIK VE PREDIKTiF TESTLER

8.1.Viicut Dis1 Cok Degisken Icerikli Tam Testleri

Nod negatif meme kanserinde adjuvan kemoterapi onerilen meme kanseri vakalarinin
bir boliimiiniin adjuvan tedavi almadan tedavi olmasi ve hastalarin tedaviye verdikleri
yanitlarin farkliligi, hastalarin niiks risklerine gore tamimlanmasini saglayacak, tedaviye
verilecek yanit1 ongdrebilecek molekiiler yaklagimlart giindeme getirdi. Microarray ve diger
yiiksek islem hacmine sahip deneylerde coklu degiskenlerin test edilmesi, prognostik ve
prediktif ¢alismalarin yiiriitiilmesi i¢in hem yontemsel hem de istatiksel degisikliklere sebep
oldu. FDA (Food and Drug Administration: Amerika Gida ve Ila¢ Dairesi), 2007 yilinda
yayimnlanan taslak kilavuzla tek bir laboratuvar tarafindan gelistirilen, tek bir laboratuvarda
uygulanan ve klinik laboratuvar hizmetleri olarak sunulmaya baslayan yeni genetik testleri, /n
Vitro Diagnostic Multivariate Index Assays: Viicut Dis1 Cok Degisken Endeksli Tan1 Testleri
(IVDMVIA) olarak isimlendirerek, bunlar1 diizenleme otoritesine sahip oldugunu aciklads;
bdylece yeni testlerin gelistirilmesi ve klinik kullaniminin yolunu agt1 [10].

IVDMVIA taniminda temel olarak 3 6ge yer alir:

- Gen ekspresyon farkliliklar1 gibi hasta 6rneginde yapilan testlerin verileri,

- Bu verileri kullanarak elde edilen algoritma,

- Algoritma ile elde edilen skorlamaya gore hasta sonucunun yorumlanarak klinisyene

ulastirilmasi [10].

Genetik testlerin dahil oldugu bir testin, laboratuvarlar1 ve testleri denetleyen kuruluslar
tarafindan onay alabilmesi icin, testin analitik gecerliligi, klinik gecerliligi, klinik yararlilig
ve etik/yasal/duygusal etkilerinin tartisilip kanita dayali olarak gosterilmesi beklenir.
Kurumun giincel diisiincelerini yansitan onerilerden olusan FDA taslak kilavuzu, IVDMVIA
olarak gelistirilen testlerin klinik yararliliim1 sorgulamaz fakat analitik ve klinik
gecerliliklerini denetler [401]. Prognostik testlerin onay1 i¢in kullanilir, 6ngoriisel testleri

denetlemez.
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Gen ekspresyon farkliliklarini prognostik veya ongoriisel belirteg olarak kullanan
IVDMVIA’larin gelistirilmesi terapddik ilag gelistirilmesine benzetilebilir. Bu tasarida faz I
caligmasinin amaci iyi tamimlanmis grupta en uygun hasta sayisiyla belirteg kesfi ve uygun
sinir  degerlerin  belirlenmesidir. Faz II caligmasinda testin performans1 faz I’in
gerceklestirildigi hasta Orneklerinin disindaki bagimsiz orneklerle oSlgiiliir. Eger yontem
uygunsa bu iki siire¢ arsiv Orneklerinde gerceklestirilebilir. Faz III, prospektif olarak
yiritiilen randomize klinik calismayr icerir. Bu asamada testin kullaniminin ardindan
verilecek olan klinik kararin bu test sonucu olmadan verilen klinik karardan daha i1yi sonug
verdigini gdstermek amaglanir.

Meme kanseri tedavi kararini etkileyebilecek hastalar1 niiks riskine gore gruplandirmay1
amaclayan Oncotype DX (Genomic Health, California), MammaPrint (Agendia BV,
Netherlands), ve H/I (AvariaDX, California) IVDMVA tanimima giren Faz I ve Il'yi
tamamlayan ve Faz IIl ¢aligmalarini baslatan, klinik uygulamaya sunulan 6rnek testlerdendir

[402].

8.2. H/I Endeksi

H/I (HOXB1 /IL17BR) iki gen ekspresyon indeksi, parafin doku orneklerinde caligilan
prognostik qRT-PCR testidir [394]. HOXB13 gen ekspresyonu neoplastik meme dokusunda
artarken /LI7BR gen ekspresyonu meme kanserlerinde azalir [403-405]. HOXB13 geninin
hiicre motilitesi ve invazyon ile iligkili oldugu, IL17BR geninin ise immun yanitta rol aldig:
distiniiliir. Niiks riskini degerlendiren prognostik bir testtir. Genis ve heterojen hasta
orneklerinde gerceklestirilen arastirmalarla testin prognostik giicii gosterildi. CLIA (Clinical

Laboratory Improvement Amendments) tarafindan prognostik test olarak onay aldi [406].

8.3. Oncotype DX

Oncotype DX erken evre ER pozitif meme kanserinde uygulanan 21 geni igeren
formalinle fikse edilmis parafinli doku 6rneklerinde (FFPE) calisilan prognostik ve dngoriisel
gRT-PCR testidir [407]. ER genini, ER ile diizenlenen c¢esitli genleri, HER2 ve
proliferasyonla ilgili genlerin ekspresyonunu 6lcer. Tamoksifen tedavisi alan ER pozitif, nod

negatif meme kanserini niiks olasiligina gore diisiik, orta ve yiiksek riskli olmak iizere ii¢
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gruba ayirir [407]. Bu prognostik 6zelligin yaninda, diisiik risk grubundaki hastalara yalniz
endokrin tedavi, yiiksek riskli hastalara endokrin tedavinin yaninda adjuvan kemoterapinin
onerildigi tek testtir [408]. TAILORx, Amerika ve Kanada’da yiiriitiilen ER pozitif, HER2
negatif 10.000 erken evre meme kanseri hastasini incelemeyi hedefleyen Oncotype DX faz III
calismasidir [409]. Hastalar Oncotype DX testi ile diisiik (niiks skoru <11), orta (niiks skoru
11-25) ve yiiksek (niiks skoru >25) niiks gruplarina ayrilir. Diisiik risk grubu hastalar yalniz
hormonoterapi, yliksek risk grubu hastalar ise kemoterapi ve hormonoterapi alir. Orta risk
grubu hastalar tiimor biiyilikliigii ve menopozal duruma gore gruplandirilir, tedavi se¢imi ya
kemoterapi ve hormonoterapi birlikte, ya da yalniz hormonoterapi seklinde randomize yapilir.
Calismanin ana amaci orta risk grubu hastalarin secilen tedavi rejimlerinin sonuglarini
karsilagtirmak, diistik risk grubu hastalarin tedavisinde tek basina alinan hormonoterapinin

etkinligini belirlemektir.

8.4. MammaPrint

MammaPrint nod negatif, ER pozitif meme kanseri taze ya da frozen doku 6rneklerinde
calisilan, microarray temelli 70 gen profilidir [410]. Analizini gergeklestirdigi profilde esas
olarak proliferasyon, invazyon, metastaz, stromal biitliinliik ve anjiyogenez ile birlikte olan
genler vardir. Test IVDMVIA sinifinda, prognostik test olarak ilk FDA onayi alan testtir. Test
cerrahi olarak ¢ikarilan doku 6rneginde 70 genin ekspresyon diizeylerini dlger ve 10 yillik
stire i¢inde uzak metastaz olasilifina gore hastalar1 yliksek ve diisiik riskli olarak gruplandirir
[410,411]. St. Gallen prognostik kriterleri ile karsilastirildginda MammaPrint ile tanimlanan
yiiksek riskli hastalarin St. Galen kriterleri ile tanimlanan yiiksek riskli hastalardan daha fazla
oranda metastaz gosterdikleri, yine MammaPrint ile diisiik riskli gruba giren hastalarin St.
Galen kriterleri ile tanimlanan diisiik riskli hastalardan daha fazla oranda hastaliksiz sag
kalima sahip olduklar1 gosterildi [412]. Cesitli tedavi protokollerine duyarlilik 6ngorii giicii
heniiz arastirilmadi [413]. MINDACT, yaslar1 18-70 yas arasi hormon reseptér ve HER2
durumuna bakmaksizin erken evre meme kanseri 6.000 kadin hasta ile randomize, ¢ok
merkezli, prospektif, Avrupa’da yiiriitilen MammaPrint faz III ¢alismasidir [414]. Hasta
grubunda adjuvan kemoterapi uygulanacak hastalarin belirlenmesinde direk olarak
MammaPrint ve Adjuvant Online’n1 karsilastirmak {izere kurgulandi. Adjuvant Online

kriterleri ve MammaPrint ile diisiik risk grubu hastalar uygunsa hormonoterapi alir, adjuvan66



kemoterapi almaz. Her iki diizenekle de yliksek risk grubuna giren hastalar kemoterapi ve
uygunsa hormonoterapi alir. Risk grubu tam belirlenemeyen hastalar ise randomize segilerek
iki algoritmadan birine gore tedavi alir. MammaPrint ile diisiik risk grubundaki hastalarin
adjuvan kemoterapi almaksizin 5 yil uzak metastazsiz sagkalim oranlarinin yiiksek olmasi

ongoriilerek kemoterapinin toksik etkilerinden kurtulacak hasta grubunu belirlemek amaglanir

[415].

8.5. Viicut Dis1 Cok Degisken Icerikli Tam Testlerinin Giincel Durumu

Oncotype DX ve MammaPrint farkli test yontemlerini kullanan testlerdir. Her iki testte
tek gen ortaktir. Bununla birlikte her iki testin de genleri proliferasyon, ER ve HER2
yolaklarinda bulunur. MammaPrint, Oncotype DX testin saglayabildiklerinden daha fazla
farmokogenetik bilgi saglayabilir ve ek yolaklar1 degerlendirme sansi1 yaratabilir.
MammaPrint’in hasta grubu i¢inde hem ER pozitif hem de ER negatif hastalarin olmasi
nedeniyle oncotype DX’den daha genis endikasyonu vardir ve daha heterojen gruplarda
aragtirma yapilabilmektedir. Oncotype DX’in hemen hemen tiim caligmalar1 satin alinan
testlerin kullanilmasiyla, MammaPrint verileri ise deneysel calismalardan elde edildi.
Oncotype DX test FDA onayindan muaf olmasina ragmen MammaPrint onay ald1 [412].
Oncotype DX CLIA (Clinical Laboratory Improvement Amendments) tarafindan onaylandi.
Oncotype DX ASCO Meme Kanseri Tiimor Belirtecleri Komitesi tarafindan “kulanim i¢in
tavsiye edilen” test smnifinda yer alirken, MammaPrint ‘“arastirma altinda” olarak
siniflandirildi [415]. Her iki test icin de bilimsel gecerlilik, klinik fayda ve maliyet etkinlik
oranlar1 ile ilgili aragtirmalar halen devam etmektedir. Yakin zamanda TAILORx ve
MINDACT gibi baglamis c¢alismalarin testlerin klinik degerleri hakkinda bilgi verecegi
beklenmektedir.
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III. GEREC VE YONTEM

1. ARASTIRMANIN TiPi

Bu calisma, ¢apraz kontrollii deneysel yontemler kullanan kesitsel 6zellikte bir ¢calismadir.

2. ARASTIRMANIN YERi VE ZAMANI

Bu calisma, 2006-2010 yillar1 arasinda Izmir Dokuz Eyliil Universitesi Patoloji ve
Tibbi Biyoloji ve Genetik anabilim dallar1 ile Izmir Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi
Biyokimya Anabilim dali, Adana Cukurova Universitesi Biyokimya ve Parazitoloji Anabilim
dallar1 ile Adana Hemoglobin dernegi, Solar Grup ve Genoma Tip Teknolojileri
laboratuvarlarinda yapilan deneysel analitik faaliyetler ile Ankara AG Biyoinformatik ve
Izmir Universitesi Biyoistatistik anabilim dallarinda yapilan istatistiksel degerlendirmelerin

bir sonucudur.

3. ARASTIRMANIN EVRENi VE ORNEKLEMI

Bu calismada meme kanseri dokularinin karakteri incelenmis olup, evren tiim invazif meme
kanseri dokularidir. Orneklem segilirken, ¢alismaya zaman ve biitcenin elverdigi dlciide yazili

onam veren tiim hastalar dahil edilmistir.
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4. CALISMA MATERYALI

Bu calismada kullanilan tiim hasta oOrnekleri, Dokuz Eylil Meme Tiimdr Grubu
tarafindan meme timori tanis1 alip, tedavi ve takipleri yapilan olgulardan olusturulmaya
baslanan Dokuz Eyliil Universitesi Meme Tiimér Biyobankasi (DEMTB)’ndan sagland
[416]. DEMTB’dan saglanan 26 tiimér dokusu, 18 komsu normal doku ve ayrica, Izmir Ozel
Dr. Cevdet Tugrul Meme hastaliklar1 Teshis ve Tedavi Merkezi’'nde gerceklestirilen estetik
amacli meme rediiksiyon ameliyati sirasinda goniillii onam formunu imzalayan dort saglikli
bireyden alinan meme dokusu 6rnekleri de saglikli kontrol grubuna dahil edildi.

Toplam 26 kisinin patolojik tanilar1 ve klinik evreleri, biyobanka klinik veri tabanindan
ve saglikli kontrollerin doldurdugu anket formlarindan elde edildi.

Ancak c¢alisma sonunda, bu olgulardan 20 tiimoér, 5 komsu normal ve 3 saglikli doku

olmak tizere toplam 23 kisiden 28 doku degerlendirilmeye alinabildi.

5. ARASTIRMANIN DEGIiSKENLERI

Olgiilen qRT-PCR ve mMLPA verileri bagimsiz degiskenler olup, prediktif ve
prognostik verileri ile hasta demografik bilgileri bagimli degiskenler olarak tahmin edilmeye
calisilmigtir. Ayrica c¢apraz kontrollii deneysel analiz yontemleri kullanilan calismada,
referans genler i¢ kontrol, saglikli normal bireylerin 6lgiim sonuglar1 ise kontrol olarak

kullanilmustir.
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6. VERi TOPLAMA ARACLARI

6.1. DEU Meme Tiimér Biyobankasi

DEMTB, “European Society of Human Genetics” esaslarima gore Dokuz Eyliil
Universitesi Klinik ve Laboratuvar Arastirma Etik Kurulu 30.11.2004 tarih 01/15/04 — 559
nolu toplantisinda alinan rapor dahilinde pilot calisma olarak kurulmus olup, 2005-2007
tarihleri arasinda, Dokuz Eyliil Hastanesi ve Genel Cerrahi boliimiince opere olmus ve Meme
Tiimo6r Grubunca izlenmis hastalardan, bu calismaya katilmak i¢in onam vermis olan;
insizyonel, eksizyonel veya mastektomi ile alinan biyopsileri sonucu Dokuz Eyliil Hastanesi
Patoloji Boliimii tarafindan meme karsinomu olarak rapor edilen 69 farkli olgudan 67 adet
tiimor ve 51 adet ¢evre normal doku olmak {izere toplam 118 hasta 6rnegini saklamaktaydi.

Tiimor doku ornekleri biyopsi materyalinde makroskopik olarak tiimor odag: iginde
kalan kistmdan alinirken, miimkiin oldugu durumlarda tiimér komsulugunda olup
makroskopik olarak normal meme dokusu 6zellikleri gosteren kisimdan da ¢evre normal doku
ornekleri almmisti. Doku Ornekleri taze doku halinde —85°C de dondurulmus halde

saklanmaktaydi.

6.2. Demografik Veriler

Hasta demografik verileri, biyobanka klinik veri tabanindan elde edildi. Ureme
durumu ile ilgili bilgiler (Menapoz durumu, Menars yasi, Gebelik Sayisi), Soygeemis (Ailede
Kanser Hikayesi, Ailede Meme Kanseri Hikayesi) ve Patolojik Tanimlayict ve Prognostik
Faktorlerden (Histolojik Tip, Evre, Niikleer Grade, Mitotik Aktivite, T Grubu, Lenf Nodu
invazyonu, Uzak Metastaz, Ostrojen Reseptdrii, HER2 Reseptorii) olusan bir demografik veri
listesi yapildi. Histopatolojik ve cerrahi siniflandirmalar Patoloji boliimii tarafindan WHO ve
AJCC kanser evreleme Onerilerine gore yapilmisti [8,70,76]. Ostrojen reseptdr durumu
imiinohistokimya (IHC) ile, HER2 imiinostain ile boyanarak degerlendirilmisti. HER2 i¢in 3

pozitif (+++) iizeri ekspresyon, pozitif olarak kabul edilerek gruplandi.

Demografik veri listesine sayisal degerler dogrudan aktarilirken, sayisal degeri
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olmayan kategorik verilerde, kategori isimleri rakamlar ile ifade edildi. Ailede kanser hikayesi
ve ailede meme kanseri hikayesi: “l:yok, 2:var”; Histolojik tip: “1: duktal, 2: lobiiler, 3:
duktal+lobiiler (miks), 4: nadir diger, 5: normal”; T grubu: “1: <2 cm, 2:>2cm”; lenf diiglimii
invazyonu: “l:invazyon yok, 2: invazyon var’; uzak metastaz: “l:metastaz yok, 2: metastaz

var”; Ostrojen reseptOrii: “1: negatif, 2: pozitif”; HER2 reseptorii: “1: negatif, 2: pozitif”
seklinde kaydedildi.

6.3. incelenen Genler

Meme kanseri ile oldugu kadar bircok kanser tiirii ile de iliskili oldugu gosterilen ve
Tiimoér Supresor oOzellige sahip genlerden bazilar1 incelendi. Bu genlerin segilirken,
metilasyon incelemeleri i¢in c¢alisma kolayligi saglamasi agisindan birlikte ¢alisilabilecek
sekilde ticari olarak kit halinde sunulan genler tercih edildi. Calismaya dahil edilen 6rneklerde

ekspesyon diizeyleri ve promotor bdlge metilasyon durumlari incelenecek olan genler asagida

listelenmistir:
1. ATM (Ataxia telangiectasia mutated)
2. BRCAI (Breast carcinoma 1)
3. BRCAZ2 (Breast carcinoma 2)
4. CASPS8 (Caspase 8)
5. CD44 (Cluster of differantiation 44)
6. CDHI13 (Cadherin 13)
7. CDKN2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 24/ p16)
8. CDKN2B (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B/ p15)
9. ESRI1 (Estrogen receptor 1)
10. GSTP1 (Glutathione S-transferase P)
11. MGMT (Methyl guanine DNA methyl transferase)
12. MLHI1 (MutL homolog I)
13. MSH6 (MutS Homolog 6)
14. PAXS (Paired box gene 5)
15. PAXG6 (Paired box gene 6)
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16. PTEN (Phosphatase and tensin homolog)

17. RARB (Retinoic acid receptor beta)

18. RASSF1 (Ras association domain-containing protein 1)
19. STK11 (Serine/threonine kinase 11)

20. THBS1 (Thrombospondin 1)

21. TIMP3 (Tissue inhibitor of metalloproteinases 3)

22. TP53 (Tumor Protein 53)

23. TP73 (Tumor Protein 73)

Ayrica, gen ekspresyon caligmalarinda referans olarak kullanilmak iizere, literatiirde
meme ve diger kanserlerdeki RT-PCR (Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
caligmalarinda tercih edilen gen bolgelerinden asagida listelenen dort housekeeping gen

bolgesi de incelenmistir [417,418]:

1. ACTB (Beta actin)

B2M (Beta 2 microglobulin)

PUMI1 (Drosophila pumilia homolog 1)
RPL13A (Ribosomal protein 134)

Eal

6.4. Gen Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Bu calismada, gen ekspresyon diizeyini belirlemek i¢in dokulardan yapilan RNA
izolasyonunun ardindan, RT-qPCR (Reverse Transcriptase — quantitative Polymerase Chain

Reaction: Ters Transkriptaz- Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi kullanildu.

6.4.1. RNA Izolasyonu

izolasyonlar, silika membran/kolon teknolojisi kullanilarak ¢oklu gruplar halinde
gerceklestirilmis olup, porsiyonize halde -85°C’de saklanmaktaydi. Caligma igin bu
porsiyonlar yetersiz kalacagi i¢in, dondurulmus taze doku 6rneklerinden Trizol kullanilarak
yeniden RNA izole edildi. Tiim izolatlar spektrofotometrik dlgiimler ve miitakip seyreltmeler
ile yaklasik 150 ng/pl es konsantrasyonda RNA igerecek sekilde hazirlandi.

Hem tiim6r hem de komsu normal doku 6rneklerinden RNA eldesinde Guanidinyum
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tiyosiyanat-fenol-kloroform (TRIzol®) ile organik ayristirma ve presipitasyon yontemi

kullanilmistir. Yaklagik 10 mg dokudan ortalama 30-40 pg RNA elde edilebilen bu yontem,

RNA izolasyon yontemleri arasinda nispeten yavas bir yontem olmasia ragmen yiiksek

verimi ve disiik maliyeti sebebiyle tercih edilmistir. Dokudan TRIzol® ile organik ayristirma

ve presipitasyon yontemi i¢in izlenen protokol asagida anlatilmigtir:

6.4.1.1.

10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.

Trizol ile RNA izolasyonu:
Trizol ile RNA izolasyonu su sekilde yapildi:

. Konik uglu 2 mI’lik tiiplere bistirii ile dogranmis yaklasik 50 mg doku ve 1 ml Trizol

eklendi.

Trizol’deki tiimor oOrnegi mekanik steril dispenser ile homojenize edildi.
Homojenizasyon homojen soliisyon elde edinceye kadar uygulandi. Homojenat ara ara
elde girdap olusturularak yavasca karistirilarak 10-15 dakika oda 1sisinda bekletildi.
4°C’de 5-10 dakika 12.000g (10.000rpm) santrifiij edildi.

Pastor pipeti kullanarak {istteki yag tabakasi alindi (Bu tabaka sarimsi, Trizol
homojenat kirmizimsi goriiliir).

Kullanilan 1ml Trizol i¢in 0,2 ml kloroform eklendi. Elde tiip kuvvetlice karistirildi ve
oda 1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi.

4°C’de 15 dakika 12.000g’de santrifiije edildi.

Ustteki total RNA’y1 igeren su kivamindaki siv1 dikkatlice yeni bir tiipe transfer edildi.
Uzerine kullanilan her 1ml Trizol i¢in 0,5 ml izopropil alkol eklenerek tiip alt iist
edildi. Oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi.

4°C’de 10 dakika 12.000g’de santrifiije edildi.

RNA peleti tizerindeki stipernatan atild1.

Pelet iizerine kullanilan her 1ml Trizol i¢in 1 ml %75’lik Etanol eklendi. Kisaca
vortekslendi.

4°C’de 5 dakika 7.500g’de santrifiije edildi, stipernatan atild.

Son iki basamak, ikiger kez daha tekrarlandi.

Pelet, 15-20 dakika havada kurutuldu.

100 ul RNaz igermeyen su eklendi.

Pipetleme ile karistirilarak pelet eritildi.
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6.4.1.2. RNA miktarinin ve safliginin belirlenmesi

50 mg dokudan gergeklestirilen RNA izolasyonu sonrasinda, her bir 6rnekten elde edilen
RNA ¢ozeltileri icin spektrofotometre (UV-1700, Shimadzu, Kyoto, Japan) kullanilarak 260
ve 280 nm dalga boyunda Abzorbans Ol¢iimleri yapilarak, ¢ozeltilerin nicelik ve niteliksel
degerleri belirlendi.

Konsantrasyon hesab1 sonrasinda, hesaplanan diliisyonlar yapilarak RNA icin son
konsantrasyonun her bir 6rnekte ayni1 ve 100 ng/ul olmasi saglandi. Seyreltme islemi i¢in

RNaz icermeyen saf su kullanildi.

6.4.1.3. Mikrokolon Yintemi ile RNA izolasyonu
Elde edilen RNA kalitesi kotii olanlarda piirifikasyon, gerekli tiim kimyasallarin ticari
kit halinde bir arada saglandig1 bir mikrokolon yontemi ile tekrarlandi (Real Genomics-RNA
(tissue), RBC BioScience, Taipei, Taiwan). Izolasyon i¢in yaklasik 1 mg doku kullanilda.
RNA izolasyonu prosediiriiniin detaylar1 asagida belirtilmistir:

1. 1 mg doku parcast kesilerek, eger var ise yaglh parcasi diseke edilerek atildi. Doku
temiz bistliri ucu ile 10-20 parcaya kesildi.

2. 1,5 ml konik dipli mikrotiip i¢ine konan doku pargasinin iizerine 400 pl RB tamponu
(%1 B-merkaptoetanol eklenmis hali ile lizis tamponu) eklendi ve en az 5 dk. beklendi.

3. Konik uglu plastik mikrohomejenizator kullanilarak, en az 5 dk. maniiel olarak
mekanik homejenizasyonu yapildi.

4. Filtre kolonuna yiiklenen homojenizat, tam devirde (12.000 rpm) 2 dk. santrifiijlendi.
Filtrat alinarak hacminin yaris1 kadar (200 pl) %70 etanol eklenerek pipetlemeyle
karistirildi. Bu sekilde, serbestlesen RNA’nin ¢oziiniirliigliniin azaltild:.

5. Tim karistm cam elyafi matris iceren RB kolona yiiklendi. Tam devirde 2 dk.
santrifiijlenerek, RNA kolona hapsedildi.

6. Kolonun elyaf matris iceren iist kismi yeni bir 2 ml mikrotiipe alindi ve 400 pul W1
yikama tamponu eklenerek, 1 dk. tam devirde santrifiijleme ile yikandi.

7. Yikama islemi bu kez de 600 pl (%80 etanol iceren) Wash Buffer yitkama tamponu ile
ve 1 dk. santrifiijleme ile tekrarlandi.

8. Tam devirde 3 dk. ek santrifiijleme yapilarak membranin iyice kurumasi saglandi.

9. Temiz bir 2 ml tiip i¢ine alinan kolona, 50 pl Rnaz icermeyen su eklendi. 3 dk
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bekleme sonrasinda 1 dk. tam devirde santrifiijleme ile saflagtirllan RNA, 50 pl su

icinde elde edildi.

6.4.2. Komplementer DNA sentezi

Bu basamak icin MMuLVRT (moloney miirin 16semi viriisii ters transkriptazi) iceren

cDNA sentez kiti ve rasgele hegzamerler ile kullanildi (Revertaid First Strand, Fermentas,

Thermofisher Scientific Inc., Barrington, IL, USA). Reaksiyon su sekilde hazirlandi:

1.

Kalip RNA Karisimi Hazirlanmasi:

-Total RNA 10ul (100 ng/pl olacak sekilde seyreltilmis)

-Random primer Iul  (0.2pg/ul stok soliisyonundan)
Karistirilarak, 70 °C'de 5 dakika inkiibe edildi, hemen buz iizerine alind1.
Reaksiyon Ana Karisimi Hazirlanmasi:

-5x reaksiyon tamponu (250mM Tris-HCI (pH 8,3 at 25°C),

250mM KCI, 20mM MgCI2, 50mM DTT.)

-Rnaz inhibitorii (20mM HEPES-NaOH (pH 7,5), 50mM NaCl,

8mM DTT, 0,5mM ELUGENT® Deterjan1 ve 50% gliserol.)

-dNTP karisimi1 (10mM dATP, 10mM dTTP, 10mM dGTP, 10mM dCTP)

karistirilarak 25 °C de 5 dk inkiibe edildi.

3.

Ik Iplik cDNA Sentezi:

-Reaksiyon Ana Karisimi oul

-Kalip RNA karigimi1 11 pl

-M-MuRT 1 ul (200 U/ul)

4ul

1l

2ul

(1 iinite RevertAid™ M-MuLV RT, 37°C’deki DE-81 iizerine adsorbe edilmis poliniikleotit

parcasina, 10 dakikada 1 mol dTMP ekleyen miktardir.)

karistirildi ve 25 °C de 10 dakika, 42 °C de 60 dk. ve 70 °C de 10 dk. inkiibe edildi.
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6.4.3. RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi Islemlerinin Kontrolii

Elde edilen cDNA’nin 2ul’si kalip olarak kullanilarak bir housekeeping gen olan B-Aktin
geni icin PCR kuruldu. PCR sonrast yapilan elektroforezde B-Aktin gen amplifikasyon
tirliniiniin gézlenmemesi RNA izolasyonunun basarisiz oldugu yoniinde yorumlandi ve bu

ornekler i¢in izolasyon protokolii tekrarlandi.
PCR ve elektroforez kosullar1 asagida belirtilmistir:
PCR karisimu: (son konsantrasyon)
- Taq polimeraz master mix, 2x 10 pl Ix (10nM KCI, 1,5mM MgCl2, 20mM
Tris-HCl(pH8.8), 10mM (NH4)2S04,

0,1 mg/ml BSA, 0,2 mM dNTP karigimi,
1,25 U RBC Taq DNA polimeraz)

- {leri Primer, 5SpM 1 ul 250 nM
- Geri Primer, 5SuM Il 250 nM
- Kalip 2 ul

- Su ad 20 pl

Termal Profil:

* 95°C’de 10 dk,
* 95°C’de 20 sn., 58°C’de 15 sn., 72°C’de 30 sn. (36 sikliis)
» 72°C’de 5 dk.

Elektroforez: %1,2’lik agaroz jel kullanilarak 1x LB (lityum borat) hizl1 elektroforez tamponu
ortaminda 350 V / 30 cm elektrik alanda 10 dakika siire ile yapildi. ilk ve son kuyulara DNA
marker yiiklenerek, yaklasik 300 bp’ye karsilik gelen alanda bant varligi incelendi (Sekil 21).

76



Sekil 21. Elde edilen RNA’larin kontrolii.
1. ve 4. hatlardaki 6rneklerden RNA izole edilemediginden izolasyon protokii tekrarlandi.

6.4.4. Ger¢cek Zamanl Kantitatif PCR

Elde edilen RNA'lardan sentezlenen cDNA'lar kalip olarak kullanilarak, BRCAI,
BRCA2, P16, P15, P53, P73, GSTP1, TIMP3, CDHI13, RASSF1, ATM, THBSI1, PAXG6,
PAXS, PTEN, STK11, CASP8, CD44, ESR1, RARB, MGMT, MLH1, MSH6 genlerine ve 4
housekeeping gene (ACTB, B2M, RPLI3A ve PUMI) o6zgin bdlgeler, amplifikasyon
durumunu ve miktarini gercek zamanl olarak goriintiilemeye izin veren Stratagene Mx3000P
cihaz1 kullanilarak cogaltildi. Her gen, bir ¢ift primer ve bir adet hidroliz probu (UPL
Universal Probe Library, Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA) kullanarak, ayri
reaksiyonlarda tek basina amplifiye edildi (Tablo 6).

Rolatif kantitasyon PCR analizleri de yine Stratagene Mx3000P cihazinin kendi
yazilimi ile (MxPro, Stratagene, Agilent Technologies Inc., Clara, CA, USA) gerceklestirildi.
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Tablo 6. PCR i¢in Kullanilan Primer ve Prop Listesi

Gen GenBank/EMBL no. Primer 1 (diiz) Primer 2 (ters) UPL Prop no.
ATM ENSG00000149311 ccaggcaggaatcattcag caatccttttaaatagacggaaagaa 53
BRCA1 ENSG00000012048 ttgttgatgtggaggagcaa gattccaggtaaggggttce 11
BRCA2 ENSG00000139618 agcttactccggccaaaaa ttcctccaatgcettggtaaataa 50
CASPS ENSG00000064012 agggctcaaatttctgectac ggcactggctgtttgctt 29
CD44 ENSG00000026508 tggatcaggcattgatgatg gtcaaaagcccgtggtgt 67
CDHI13 ENSG00000140945 gegtgtacactgctctettee aaagtcccagtgcccgtag 59
CDKN2A  ENSG00000147889 gtggacctggcetgaggag tctttcaatcggggatgtct 34
CDKN2B  ENSG00000147883 geggggactagtggagaag ctgeccatcatcatgacct 17
ESR1 ENSG00000091831 ttactgaccaacctggcaga atcatggagggtcaaatcca 24
GSTP1 ENSG00000084207 gcaggagggctcactcaa ggtctecgtectggaactt 24
MGMT ENSG00000170430 caccgtttgcgacttggta ctccagettccccaaagg 47
MLHI ENSG00000076242 aggagtcgaccctctcagg gtccacttccaggagtttgg 36
MSH6 ENSG00000116062 ttaagaggcttgaattggcagt cactcttatctgttacgtaagttgtgc 21
PAXS ENSG00000196092 acgctgacagggatggte cctccaggagtcgttgtacg 83
PAX6 ENSG00000007372 ttcagagccccatattcgag gagctgattcactcegetgt 20
PTEN ENSG00000171862 ggggaagtaaggaccagagac tccagatgattctttaacaggtage 48
RARB ENSG00000077092 cacctgtcatcggaggactt getggtgcetetgtgtttcaat 16
RASSFI1 ENSG00000068028 getegtetgeetggactg ccactccacaggcetegte 23
STK11 ENSG00000118046 ggaggccaacgtgaagaa tgcttctettcgttgtataacacat 42
THBSI ENSG00000137801 gccacagttcctgatggag ccatggagaccagccatc 56
TIMP3 ENSG00000100234 ctgtgcaacttcgtggagag ggcaggtagtagcaggacttg 14
TP53 ENSG00000141510 ccccagecaaagaagaaac aacatctcgaagcgctcac 58
TP73 ENSG00000078900 acgtttgagcacctctgga cgcccaccacctcattatt 60
ACTB NM 001101 ccaaccgcgagaagatga ccagaggcegtacagggatag 64
B2M NM_004048 taggagggctggcaacttag cttatgcacgcttaactatcttaacaa 32
PUMI1 NM_ 001020658 agtgggggactaggegttag gttttcatcactgtctgcatce 22
RPL13A NM_ 012423 gaggcccctaccacttcc aacaccttgagacggtccag 28
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6.4.5. Primer Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Primerler i¢in 100uM stok, 10uM calisma soliisyonlar1 hazirlandi. Her bir primer
¢ifti icin 100, 200, 400 nM final konsantrasyonlarinin kombinasyonlarinda reaksiyonlar
kuruldu. Reaksiyon karisimi, Hot start polimeraz igeren real-time premiks (ThermOne,
RBC Bioscience, Taipei, Taiwan) ile toplam hacim 20 pl olacak sekilde hazirlandi:

(son konsantrasyon)

Tagman premiks (RBC Bioscience), 2x 10 pl Ix

Diiz primer, 10uM 1-4 pl 100-400nM
Ters primer, 10uM 1-4 ul 100-400nM
Prop, 10uM 0,2 ul 100nM
cDNA 2ul

su ad 20 pl

Iki primerin bir arada ¢alismasini optimize etmek i¢in 9 kombinasyonda PCR kuruldu
(Tablo 7). Dokuz farkli konsantrasyon karigiminin her biri PCR plagina 18ul olacak sekilde
pipetlendi. Uzerine 100 ng referans RNA’dan elde edilen cDNA pipetlendi. Iki adet reaksiyon
karisimina cDNA yerine eklenen su ile negatif kontrol (NTC) olusturuldu (Tablo 8).

Tablo 7. Optimizasyon deneyinde 9 farkli primer konsantrasyonu

Diiz primer
100 nM 200 nM 400 nM
100 nM (K1) 100/100  (K2) 100/200 (K3) 100/400
Ters Primer 200 nM (K4) 200/100  (K5)200/200 (K6) 200/400
400 nM (K7)400/100  (K8) 400/200 (K9) 400/400
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Tablo 8. Dokuz farkli primer konsantrasyonu i¢in reaksiyon karigimlari

Ix (6x) Ix (6x) Ix (6x)

(K1) 100/ 100 (K2) 100 /200 (K3) 100 /400

Realtime premiks (2x) 10 60 10 60 10 60
Diiz primer 1 6 1 6 1 6

Ters primer 1 6 2 1.2 4 24

Prop (100 nM) 0,2 1,2 0,2 1,2 0,2 1,2

Su 5,8 34,8 4,8 28,8 2,8 16,8

Son Hacim (pl) 18 108 18 108 18 108

(K4) 200/ 100 (K5) 200 /200 (K6) 200 /400

Realtime premiks (2x) 10 60 10 60 10 60
Diiz primer 2 1,2 2 1,2 2 1,2

Ters primer 1 6 2 1.2 4 24

Prob (100 nM) 0.2 1.2 0.2 1.2 0.2 1,2

Su 4,8 28,8 3.8 22,8 1,8 10.8

Son Hacim (pl) 18 108 18 108 18 108

(K7) 400 /100 (K8) 400 /200 (K9) 400 /400

Realtime premiks (2x) 10 60 10 60 10 60
Diiz primer 4 2,4 4 2,4 4 2,4

Ters primer 1 6 2 1,2 4 2,4

Prob (100 nM) 0,2 1,2 0,2 1,2 0,2 1,2

Su 2,8 16,8 1,8 10,8 - -

Son Hacim (pl) 18 108 18 108 18 108

Her bir konsantrasyon 4’lii tekrarlarla ¢aligildi. Eksponansiyel fazin en erken dongiide

basladig1 (en kiigiik Ct’ye sahip) kombinasyon tercih edildi.
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6.4.6. Sicaklik Profili (Termal Profil)

Hotstart Taq Polimeraz’in aktivasyonu ve ilk denatiirasyon i¢in 95°C’de 10 dakika’nin
ardindan her biri 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 59°C’de 40 saniye annealing ve 72°C’de
20 saniye polimerizasyon basamagini igeren 50 dongii halinde amplifikasyon gerceklestirildi.
Floresan veriler annealing basamaginin ardindan elde edildi.

UPL prop/primer seti i¢in Onerilen annealing sicakligi 60°C olmasina ragmen, 59°C’de
yapildiginda, PCR verimliliklerinin artig1 goriildii. Ayrica, onerilen 40 dongiilik bir PCR
olmasina ragmen, bu ¢alismadaki orneklerin bazilarin ilk kalip cDNA miktarmin ¢ok diisiik
olmasi sebebiyle, Ct hesaplanabilmesi i¢in PCR dongii sayis1 50’ye ¢ikarildi.

Tiim genler i¢in ayn1 termal profil kullanild1 (Sekil 22).

Termal Profil

Sicaklik (°C)

Bolum 1 Bélim 2
1 déngu 50 déngu

Sekil 22. PCR sicaklik profili

6.4.7. Standart Egri ve PCR Verimliligi

Hem primer ve prop optimizasyonu, hem de standart egri cizimlerinde cDNA’ya
dontstiiriilen referans RNA (Universal Human Normal Tissue RNA, BioTaq, Gaithersburg,
MA, USA) kullanildi. Bu hesaplamalar i¢in farkli insan dokularindan elde edilen ve kantitatif
olarak icerdigi RNA miktar1 belirli olan bir insan referans RNA havuzu kullanilmasi tercih
edildi.

Dort referans ve diger 23 genin amplifikasyon verimliliklerini elde etmek {izere standart
egrilerini ¢izmek i¢in gerceklestirilen ¢alismada, referans RNA’dan ¢evrilen cDNA 6rneginin

en az 4 farkl diliisyonu kullanildi. Varyasyonu azaltmak i¢in referans RNA rastgele8 1



(random) primerler kullanilarak tek oturumda cDNA’ya cevrildi ve genlerin tiimiinde tek
seferde hazirlanan ayni diliisyon serisi kullanildi. Baslangi¢c konsantrasyonu 100 ng/ul olacak
sekilde 100 kat seyreltildi. Tiim genler i¢in kullanmak iizere, her bir diliisyon icin bir cDNA
havuzu olusturuldu ve bu asamadaki degiskenler kontrol altina alindi.

Her bir gen icin, cDNA karigimi1 5 seri diliisyon noktasinda ve (1 ng’dan 0,01 ng’a
kadar) 3’lii tekrar ile (triplike) calisilarak standart egriler belirlendi.

6.4.7. Calisma I¢i Kontroller ve Calismalar Arasi Varyasyon

Dort housekeeping ve diger 23 genin real time kantitasyonlar1 toplam 51 Ornege ait
cDNA’da ¢ift tekrarlar ile (duplike olarak) ¢alisildi. Ayrica, deneyin tiimii cok sayida plak ile
tamamlandigindan, qRT-PCR calisma i¢i kesinliginin dogruluk ve tekrarlanabilirligi
belirlendi. Calisma i¢i ve c¢alismalar arasi varyasyon her bir deneyde iki farkli
konsantrasyonda (50ng ve 10 ng) konsantrasyonundaki referans ¢cDNA’nin ikiser tekrarli
PUMI1 geninin amplifikasyonu gergeklestirildi. Calismalar sirasinda kullanilan plak

yerlesiminin 6rnegi Sekil 23’de gosterildi.

P23 j4afsisjrigsiojwinin s
4 St (s |Ss |Se S5 [86 |7 [ss [se [sw [su | [ A[S1 (S |83 [S+ |85 [Ss (ST [Ss |Sv |Sw |Su Ti
PUMI o | |
iB St [S2 |83 |Se [Ss |8 ST (S8 |Se [Sw |Su | 10 B St |S2 |83 |S4 [Ss |86 (S7 |Ss (S |Sw [Su | 10 i]rmn
H ngjul ngpl |~
C S1 [S2 |Ss [S+ [S5 [S6 [S7 [Ss |Se [Suw0 [Su | 1 0 |82 |S13 S | S1s S (817 (S18 |Sg9 | S20 |Sm (S:2 | 1 i
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Sekil 23. Deney sirasinda orneklerin plak tizerindeki yerlesim 6rnekleri
A. Standart egri olustururken, B. Her bir genin ¢alisma diizeni.

Varyasyonlar ham Ct degerleri lizerinden degerlendirildi. Plak i¢i ve plaklar arasinda
kontrol 6rnekleri arasindaki Ct farki “Sapma Katsayis1 Yiizdesi (%CV)” 0.05’ten biiyiik olan
caligmalar ile duplike degerler arasinda 2.0 Ct degerinden biiyiik fark olan ornekler dikkate

alinmadi ve tekrarlandi (Bkz. Boliim 6.2.). %



6.4.8. Normalizasyon

6.4.8.1. Referans Genlerin Belirlenmesi
Calisilan ornekler arasinda, test edilen referans genler icinde en uygun referans genin

arastirilmasi Excel tabanli program olan NormFinder ile gergeklestirildi [371].

6.4.8.2. Rolatif Gen kantitasyonu

Amplifikasyon egrilerinden elde edilen ham degerler, 6nce duplike karsiliklariyla
geometrik ortasi alinarak yahut duplikasyonlardan biri degerlendirme dis1 birakilmak kaydiyla
Ct olarak hesaplandi. Genorm yazilimi kullanilarak housekeeping genler degerlendirildi,
hesaplanan housekeeping gen averaji, AACt formiiliilyle normalizasyon i¢in kullanildi.

Her bir gen i¢in 0rnekler arasindaki en diisiik Ct belirlendi. ACt yontemi kullanilarak
en diisiik Ct degerine sahip 6rnege kiyaslanan ekspresyon verisi elde edildi. Bu veri normalize
edilmis degere ulasmak icin normalizasyon faktoriine boliindii. Normalize degerleri 1’den
kiiciik olanlar, kavrama kolayli§1 acisindan geometrik tersi alinarak gosterildi ve azalmis

ekspresyonu belirtmek tizere degeri negatif olarak yazildi.

6.4.9. Kantitatif Ekspresyon Skorlarinin Kategorizasyonu

Kantitatif olmayan metilasyon durumlarinin ekspresyon ile iliskisini degerlendirme
asamasida kantitatif olmayan ekspresyon degerleri kullanildi. Burada normalize skorlar,
“azalmig ekspresyon”, “artmis ekspresyon” ve “degisiklik yok” olmak iizere 3 kategoriye
ayrildi. Bu kategoriler yapilirken esik degeri olarak normalize degerlerde p<0.05 olan +1,5 kat

kullanildi [419-421].

6.4.10. Normalize Sonuclarin Gorsellestirilmesi

Normalize edilmis ekspresyon degerleri kavrama kolayligi saglamasi agisindan 1s1
haritas1 (heatmap) olarak gosterildi. Heatmap hazirlanirken, ortalamadan sapma degerlerinin
logaritmas1 kullanildi. Artmis ekspresyonlar yesil, azalmis ekspresyonlar kirmizi ile

gosterildi.
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6.5. Gen Promotor Bolgeleri Metilasyon Durumlarinin Belirlenmesi

Incelenen 23 gen bélgesine ait promotor bdlgelerin metile olup olmadiginin belirlenmesi

icin, DNA izolasyonunun ardindan, metilasyon MLPA yontemi kullanildi.

6.5.1. DNA Izolasyonu

Izolasyonlar, silika membran/kolon teknolojisi kullanilarak ¢oklu gruplar halinde
gergeklestirilmis olup, porsiyonize halde -85 C de saklanmaktaydi. MLPA c¢alismasi i¢in
DNA miktar1 ve safligit ¢ok Onemli oldugundan, her bir 6rnegin spektrofotometre ile
(Nanodrop 1000 UV/Vis, Thermo Scientific Inc., Barrington, IL, USA) 260 nm ve 280 nm’de
Absorbans Olgiimleri yapilarak saflik ve konsantrasyonlar1 hesaplandi. Son DNA

konsantrasyonu 20 ng/ul olacak sekilde MLPA i¢in kullanilmak {izere seyreltildi.

6.5.2. Metilasyon MLPA

Calismanin ikinci ayagi olan timor supresor genlerin promoter bolge CpG adalarinin
metilasyon degisikliklerinin saptanmasi, spesifik ve sensitif bir yontem olan metilasyona
spesifik MLPA ile gerceklestirildi. MRC-Holland (Amsterdam, Hollanda) firmasinin ticari
halde sundugu baz1 tiimor supresor genleri ve bazi genlerde metilasyon durumunu incelemeye
yonelik iki farkli kit ile kurulan reaksiyonlardan, MEOO1 kodlu birinci kit ile TP73, CASPS,
VHL, RARB, MLH1, CTNNBI1, RASSF1, FHIT, CASR, APC, ESR1, PARK2, CDK®6,
CDKN2A(P14-ARF:P16), CDKN2B, DAPKI1, AI651963, CREM, PTEN, CD44, GSTPI1,
ATM, IGSF4, TNFRSF1A, TNFRSF7, CDKNI1B, PAH, CHFR, BRCA2, MLH3, TSC2,
CDHI, CDHI13, HIC1, BRCA1, BCL2, KLK3, TIMP3; ME002 kodlu ikinci kit ile ise
CREM, BRCAI1, BRCA2, PARK2, ATM, TP53, PTCH, PTEN, MGMT, MLH3, PAXS,
CDH13, PAH, TP73, WTI1, PMP22, VHL, GSTP1, TSC2, CHFR, ESR1, TNXB, RBI,
MSH6,APC, THBSI1, IGSF4, PTEN, STK11, MGMT, PARK2, PYCARD, PAX6, ATM,
CDKN2A, GATAS, IL2, RARB, CD44, RB1, CASR gen bolgeleri incelendi. Kit
kapsaminda; CTNNB1, CASR, PARK2, CDK6, PTCH, PMP22, TNXB, ASC, IL2, CREM,
TNFRSF1A, TNFRSF7, PAH, Al651963, MLH3, TSC2, CDH1, BCL2, KLK3 genlerdeki
incelemeler metilasyon durumu ile ilgili bilgi vermezken, TP73, CASP8, VHL, RARB,
MLHI1, RASSF1, FHIT, APC, ESR1, CDKN2A(P14-ARF:p16), CDKN2B, DAPKI,
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ATM,

IGSF4, CDKNI1B, CDH13, HIC1, BRCA1, TIMP3, BRCA2, TP53, PTEN, PAXS,

CDH13, WTI1, GSTP1, CHFR, ESR1, MSH6, THBSI1, IGSF4, STK11, MGMT, PYCARD,

PAXE6,

GATAS, CD44, RBI1 genlerde metilasyon durumlarini degerlendirmeye imkan

tanimaktadir.

MEO0O01 kodlu birinci kit ile 26 hedef ve 15 referans olmak {izere 41 gen bolgesi es

zamanli olarak amplifiye edilmekteydi:

Hedef Bélgeler:

1.

A A

|\ S T NS T NG I N e T = T S e e S e T T =
W NN = O O 0 NN N A WD = O

TIMP3 (Tissue inhibitor of metalloproteinases 3)

APC (Adenomatous polyposis coli)

CDKN2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/ p16)

MLHI1 (MutL homolog I)

ATM (Ataxia telangiectasia mutated)

RARB (Retinoic acid receptor beta)

CDKN2B (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B/ p15)

HIC1 (Hypermethylated in cancer 1)

CHFR (Checkpoint with fork-head associated and ring finger)

. BRCAI (Breast carcinoma 1)

. CASPS (Caspase 8)

. CDKN1B (Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B/ p27™")
. PTEN (Phosphatase and tensin homolog)

. BRCA2 (Breast carcinoma 2)

. CD44 (Cluster of differantiation 44)

. RASSF1 (Ras association domain-containing protein 1)
. DAPK1 (Death-associated protein kinase 1)

. VHL (Von Hippel-Lindau tumor suppressor)

. ESR1 (Estrogen receptor 1)

. RASSF1 (Ras association domain-containing protein 1)
. TP73 (Tumor protein 73)

. FHIT (Fragile histidine triad protein)

. IGSF4 (Immunoglobulin superfamily, member 4)
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24. CDH13 (Cadherin 13)
25. GSTP1 (Glutathione S-transferase P)
26. MLH3 (MutL homolog 3)

Referans bélgeler:

1. CREM (Referans)
PARK2 (Referans)
TNFRSF1A (Referans)
MLH3 (Referans)
PAH (Referans)
BCL2 (Referans)
TSC2 (Referans)
CDKG6 (Referans)
CDHI1 (Referans)

. A1651963 (Referans)

. KLK3 (Referans)

. BRCA2 (Referans)

. TNFRSF7 (Referans)

. CTNNBI (Referans)

. CASR (Referans)

A A A N e

e = =
LN A W N = O

MEO002 kodlu ikinci kit ile 27 hedef ve 14 referans olmak iizere 41 gen bolgesi es zamanli
olarak amplifiye edilmekteydi:

Hedef Bélgeler:

1. BRCAI (Breast carcinoma 1)

BRCAZ2 (Breast carcinoma 2)

ATM (Ataxia telangiectasia mutated)

TP73 (Tumor protein 53)

PTEN (Phosphatase and tensin homolog)

MGMT (Methyl guanine DNA methyl transferase)

S
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7. PAXS (Paired box gene 5)

8. CDHI13 (Cadherin 13)

9. TP73 (Tumor protein 73)

10. WT1 (Wilms’ tumor suppressor)

11. VHL (Von Hippel-Lindau tumor suppressor)

12. GSTP1 (Glutathione S-transferase P)

13. CHFR (Checkpoint with fork-head associated and ring finger)

14. ESR1 (Estrogen receptor 1)

15. RB1 (Retinoblastoma protein 1)

16. MSH6 (MutS Homolog 6)

17. THBS1 (Thrombospondin 1)

18. IGSF4 (Immunoglobulin superfamily, member 4)

19. STK11 (Serine/threonine kinase 11)

20. MGMT (Methyl guanine DNA methyl transferase)

21. PYCARD (PYD(PYRIN-PAAD-DAPIN) and CARD(C-terminal caspase-recruitment
domain) domain containing)

22. PAXG6 (Paired box gene 6)

23. CDKN2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/ p16)

24. GATAS (GATA binding 5)

25. RARB (Retinoic acid receptor beta)

26. CD44 (Cluster of differantiation 44)

27. RB1 (Retinoblastoma protein 1)

Referans bélgeler:

1. CREM (Referans)

2. PARK?2 (Referans)
3. PTCH (Referans)
4. MLH3 (Referans)

5. PAH (Referans)

6. PMP22 (Referans)
7

. TSC2 (Referans)
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8. TNXB (Referans)
9. APC (Referans)
10. PTEN (Referans)
11. PARK2 (Referans)
12. ATM (Referans)
13. IL2 (Referans)

14. CASR (Referans)

Hem MEOO1 hem de MEO0O2 i¢in ayn1t MLPA protokolii kullanildi:

1. Denatiirasyon:

Reaksiyon, 100 ng DNA ile kuruldu.

DNA Seyreltme:

- 100 ng DNA, 0.2 ml kapakli mikrotiip icerisinde TE tamponu kullanarak 5ul hacme
tamamlanda.

Ardindan, 98 °C’de 45 dakika inkube edildi ve inkiibasyon sonunda 60 °C’ye

sogutularak sicak bloktan alindu.

2. Hibridizasyon:
Prop Karisimi:
-Prop Karigimi (Siyah kapakli tiip, MLPA Kit) 1,5ul
-MLPA Tamponu (Sar1 kapakli tiip, MLPA Kit) 1,5ul
karistirilarak denatiirasyondan alinan tiipe eklendi. Ardindan, 98 °C’de 1 dakika denatiirasyon,

sonrasinda da 60 °C’de 18 saat hibridizasyon i¢in inkiibe edildi.

3. Ligasyon ve Enzim Kesimi:
Ligasyon i¢in ve Ligasyon+Enzim Kesimi i¢in olmak iizere iki ayr1 karisim hazirlandi.
Ligasyon 65 Karigimai:

-Ligaz 65 Tampon B (Beyaz kapakli tiip) 1,5ul
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-Ligaz 65 Enzim (Yesil kapakl tiip) 0,25ul

-su ad 10ul
Ligasyon ve Kesim Karigima:

-Ligaz 65 Tampon B (Beyaz kapakl tiip) 1,5ul
-Ligaz 65 Enzim (Yesil kapakl1 tiip) 0,25ul
-Hha I Restriksiyon Enzimi (ER1851, Fermentas,

Thermofisher Scientific Inc., Barrington, IL, USA,) Tul

-su ad 10ul
Ligaz A tamponu hazirlandi.

-Ligaz A tamponu 3ul

-su 10ul

Inkiibasyondan ¢ikan DNA iizerine seyreltilmis Ligaz A tamponu eklenerek, karistirildi.
Yeni karigim 10pul+10ul olmak tizere iki ayn tlipe alindi. Birinci tiipe Ligasyon 65 karigimi,
ikinci tiipe ise Ligasyon ve Kesim karisimi eklendi. Once 49 °C’de 30 dk inkiibe edildi,

ardindan i1se 98 °C’de 10 dk enzim denatire edildi.

4. SALSA PCR:

SALSA PCR karisimi hazirlandi.

-SALSA PCR Primer Iul
-Enzim seyreltme tamponu Tul
-DNA polimeraz 0,25ul
-PCR tamponu 2ul

-su ad 20ul
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Hem Ligasyon hem de Ligasyon+Kesim igslemi tamamlanan tiipler i¢in (her 6rnek i¢in

iki farkl reaksiyon olmak iizere) PCR kuruldu:

-SALSA PCR karisimi 20ul
-DNA karigimi Sul

PCR reaksiyonu i¢in termal profil su sekildeydi:
-95°C’de 1 dk,
-95 °C’de 30 sn, 60 °C’de 30 sn, 72 °C’de 60 sn (36 sikliis),
-72 °C’de 20 dk.

Uzun siireli inkiibasyon ve PCR basamaklar1 sirasinda tiiplerdeki reaksiyon
karisimlarinin buharlagarak kaybolmasini engellemek i¢in kapagin agilmasini gerektiren her

basamak sonrasinda islemlere yeni tiip/kapak ile devam edildi.

6.5.3. SALSA PCR Etkinliginin PAGE ile Kontrolii

Toplamda iki giin siiren MLPA-SALSA PCR reaksiyonunun ardindan amplifiye olan
proplart goriintiilemek i¢in kapiller elektroforez sistemi kullanilmasi gerekmekteydi. Ancak
kapiller elektroforez cihazinin 8 6rnegi es zamanl olarak kosturulmasi ve sarf malzemelerinin
nispeten pahali olamsi sebebi ile MLPA optimizasyonlar1 sirasinda maliyetleri diisiirmek i¢in
daha ucuz bir yontem olan Poli-Akrilamit Jel Elektroforezi (PAGE) ile bantlar gbzlendikten
sonra kapiller elektroforez sistemine yiiklendi.

PAGE i¢in kullanilan protokol asagida belirtilmistir:

%38’lik Jelin hazirlanmasi:

-Akrilamit/bisakrilamit (39:1, %40 w/v) 3ml
-TBE Tamponu (10x) 1,5ml
-TEMED 15 pl
-Amonyum per siilfat 150 pl
-Su ad 15 ml
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Elektroforez kosullart su sekildeydi:

Her kuyuya 2 pl yiikleme boyasi i¢inde, 10 ul MLPA-PCR iiriinii yiiklendi.
Son kuyuya ise 100 bp DNA marker eklendi (RBC Biosciences, Taipei, Taiwan).
150 V/ 8 cm elektriksel alanda 35 dakika kosturuldu.

6.5.4. PCR Uriinlerinin Ayrimi

PCR reaksiyonu sonrasi elde edilen iiriinlerin separasyonu, 8 adet 33 cm kapiller igeren,

Beckman Coulter CEQ 8000 kapiller elektroforez sisteminde yapildi.

Ornekler cihaza yiiklenirken su sekilde hazirlandi:

-PCR iiriinii 1 pul
-Size marker 60-600 0.5 ul
-SLS (deiyonize formamit iceren drnek ylikleme tamponu) 36 ul

Elektroforez parametreleri ise su sekildeydi (Sekil 24):

-Kapiller sicakligi: 50 °C.

-Denatiirasyon: 90 °C’de 120 saniye.

-Enjeksiyon siiresi: 2,0 KV ta 40 saniye.

-Elektroforez kosturma siiresi: 4,0 KV’ta 80 dakika. (4,0 KV ayristirmada ¢ok iyi

¢Oziinlirliik saglanamayan bazi 6rneklerin elektroforezi 3,5 KV ’ta tekrarlandi.)
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Method: Consumables:

SIS ER IR REEIE R Capillary Array Senal Mumber: 0301090234

Capillary Temperature: 50.0°C Capillary Array Part Mumber: EOS087
Wit For Temperature: e Total Length of Capillany: 33.00 cm
Denature Temperature: 80,0 °C Length of Capillary to Detector: 30,00 cm
Denature Duration: 120 zec Intemnal Diameter of Capillary: 75,00 pm
B D e Mumber of Runs: 70
Inject Woltage: 20 kN Dayz an Instrument: 1.1 days
Inject Duration: 40 zec
GelPartMumber: E02010
Bl Gel Lot Number: S5906002-palin
Hourz on |nstrument: 17.00 hours
Stage 1 Primary %oltage: 4.0 kW
Stage 1 Ramp Duration: 20 min
Buffer Part Mumber: E030712
Stage 2 Separation Woltage: 4.0k Buffer Lot Mumber: CEQ Sequencing Separation Buffer
Stage 2 Start Time: 10.0 mirn
Stage 2 Ramp Duration: 5.0 min
Total Separation Duration: 80,0 min

Sekil 24. Elektroforez parametreleri

5’-Cy-5 isaretli PCR iirlinlerinin elektroforez sonunda verdigi 1s1ma cihaz tarafindan 707
nm dalga boyu bantina denk gelen kanaldan 6l¢iildii. Cihaz elektroferograminda size marker

kirmizi, PCR f{iriinleri ise mavi olarak gosterilmektedir.

6.5.5. Fragman Analizi

Kapiller Elektroforez sistemi tarafindan saptanan floresan ham veriler, cihaz iireticisi
tarafindan saglanan ve kendine has algoritmayr kullanan “Fragments” yazilimi (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA) ile analiz edildi. Ham veriler anlamli hale gelebilmesi i¢in dnce
bliytlikliik standardi ile sonra cihaz fragman biiyiikliigli kalibrasyon standardi ile normalize
edilmesinin ardindan esik pik egimleri ve yiikseklikleri ile filtrelenerek fragman

biiyiikliikliikleri belirlendi.

Fragman analizi i¢in asagidaki parametreler kullanildi (Sekil 25):

-Size Standart: 600 (60-600 tiim fragmanlar)
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-Standart Egri Modeli: Local Southern
-Mobilite/Siire: Mobilite

-Egim Esigi: %9

-Pik Esigi: %3

-Giiven Araligt: %95

-Boya Mobilite Kalibrasyonu: AE Ver. 1.

Analysis Parameter Set: MLRA
Dype Mobility Calibration: AE verl EilEiaanentlEd
Std. Mobility Reference: Mone | ?g L
an
Slope Threshold: g an
100
Include Peaks: 3% 1y
nclude Peaks: 140
160
Identify STH Allele: No 180
190
SNP Analysis: Mo 200
220
240
Confidence Level: BE 250
280
Dye Spectra: Usze calculated dve spectra ggg
340
360 v
Size Standard: SizeStandard-600
Dye Used: 01
Size std. fit coefficient: 57
Model Lsed Local Southern
Tirne/ M obility: tability

Sekil 25. Fragman analizi parametreleri

Biiytikliik standardizasyonu i¢in bu c¢aligmada oldugu gibi 60-500 baz arasi genis bir
alana dagilmis fragmanlarin degerlendirilmesi i¢in ideal olan “Local Southern™ algoritmasi
kullanildi.

Fragman analizinin otomatik tamamlanmasinin ardindan harigte birakilan bazi
bantlarin dahil edilmesi, isaretlenen bazilarinin ise harigte birakilmasi seklinde mantiel olarak
diizenlemeler yapildi. Bu diizenlemeler yapilitken MLPA kitinin kullanic1 kitapgiginda
belirtilen ve gozlenmesi beklenen bant biiyiikliikleri dikkate alind1 (Tablo 9).
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Tablo 9. ME0OO1 ve MEO0O2 kitleri i¢in gozlenmesi beklenen prop biiyiikliikleri

MEOQ01 MEQ002
Fragman ismi Baz buyiikligi Fragman ismi Baz biyiikligi
Q-Fragmani 1 64 Q-Fragmani 1 64
Q- Fragman 2 70 Q- Fragman 2 70
Q- Fragmani 3 76 Q- Fragmani 3 76
Q-Fragmani 4 82 Q-Fragmani 4 82
D-Fragmani 1 88 D-Fragmani 1 88
D-Fragmani 2 92 D-Fragmani 2 92
D-Fragmani 3 96 D-Fragmani 3 96
CREM 136 CREM 136
TIMP3 142 BRCAI1 142
APC 148 BRCA2 148
PARK?2 154 PARK?2 154
CDKN2A 160 ATM 160
MLH1 166 TP53 166
TNFRSFIA 175 PTCH 175
ATM 184 PTEN 184
RARB 193 MGMT 193
MLH3 202 MLH3 202
CDKN2B 211 PAXS5a 211
HIC1 220 CDH13 220
PAH 229 PAH 229
CHFR 238 TP73 238
BRCAI1 247 WTI1 247
BCL2 256 PMP22 256
CASPS8 265 VHL 265
CDKNI1B 274 GSTP1 274
TSC2 283 TSC2 283
PTEN 292 CHFR 292
BRCA2 301 ESR1 301
CDK6 310 TNXB 310
CD44 319 RB1 319
RASSF1 328 MSH6 328
CDHI1 337 APC 337
DAPK1 346 THBS1 346
VHL 355 IGSF4 355
AI651963 364 PTEN 364
ESR1 373 STK11 373
RASSF1 382 MGMT 382
KLK3 391 PARK?2 391
TP73 400 PYCARD 400
FHIT 409 PAX6 409
BRCA2 418 ATM 418
IGSF4 427 CDKN2A 427
CDH13 436 GATAS 436
TNFRSF7 445 L2 445
GSTP1 454 RARB 454
MLH1 464 CD44 463
CTNNB1 472 RB1 472
CASR 481 CASR 481
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Otomatik Fragman analizi ve takibindeki maniiel diizenleme sonrasinda fragman

isimleri etiketlendi. Cihaz tarafindan belirlenen fragman biiyiikligii degerlerinden beklenilen

degerden £3 baz araliginda gozlenenler, beklenilen fragman olarak kabul edildi (Sekil 26 ve

27).
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Sekil 26. MEOO1 testi igin MLPA sonrasi fragman analizi yontemi

MEDO1

Enzim Kesimi Yapimadan

MEOO1

Hhal Restriksiyon Enzimi
ile Kesilmis
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Sekil 27. MEOO2 testi i¢in MLPA sonrasi fragman analizi yontemi

6.5.6. MLPA Normalizasyonu ve Metile Piklerin Degerlendirilmesi

Hem hasta hem de saglikli normal kontrollerin fragman analizi sonuglari, 6lgiilen
floresan pik biiyiikliiklerine gore degerlendirildi. Floresan pik biiyiikliikleri karsilagtirilirken,
egri altinda kalan alanlar degerlendirilmeye alindi. Hedef genlerin pik biiyiikliikleri, PCR

iirtini boyu agisindan siralandiginda bir altindaki ve bir {istiindeki referansin pik alanlar1 ve
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toplam referans pik alanlari ile asagida aciklanan algoritma kullanilarak normalize edildi
(Sekil 28).

Internal Control 2

Internal Control

Internal C’i)ntr/Oll,

TS

Internal Control

TSG 2

TSG 1

L L

Sekil 28. Metilasyon miktarini belirlemede kullanilan pik normalizasyonu algoritmasi

Her bir hedef genin pik biyiikligii, her bir deneydeki reaksiyonlar arasi varyasyonu
telafi etmek i¢in, o reaksiyona ait referans genlerin geometrik ortalamasina ve biiyiikliik
sirasina gore bir Oncesindeki ve bir sonrasindaki referans genin geometrik ortalamasina
oranlandi. Ayni 0rnege ait enzim kesimi Oncesi ve sonrasi sonuglar kiyaslanirken ve tiim
orneklerin sonuglar1 degerlendirilirken, anlatildigi sekilde oranlanarak normalize edilmis
biiyiikliikler (At) kullanildi [422].

Enzim kesimi sonrasi gézlenmemesi beklenen piklerin biiytikliikleri (Aty), enzim kesimi
oncesine (At;)) gore ylizdelikli oran olarak ifade edildi (At,). Delta tm degerinin 0 ile 100
aras1 bir deger olmasi, metilasyon olmayan boélgeler i¢in bu degerin 0 olmasi, tiim hiicrelerde

hipermetilasyon gozlenen bolgelerde ise 100 olmas1 beklenmekteydi [422].

Zkti
Atn =— %100
Aty
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Hesaplamalar sonrasinda At,, alt ve st limitleri agan degerler (sirasiyla sifirin alt1 ve
100’{in istii), alt ve st limitlere esit (sirasiyla 0 ve 100) olarak kabul edildi. Bu islem sonucu

bulunan say1, “Beta Skoru” olarak isimlendirilmektedir [423].

max(Aty, 0) + min(At,, 100)
2

Beta=

Beta degerinin sifira yakin oldugu durumlarda, gercek pik ile ile fon giiriiltiistini
ayirabilmek icin bir esik degeri kabul etmek gerekliydi. Beta degeri %25’in altinda olan pikler
giiriltii olarak degerlendirildi. Kantitatif degerler, yar1 kanitatif degerlere cevirelerek beta
skorunun %25-%50 arast degerleri “hafif hipermetilasyon”,%50-75 arasi degerleri “orta
siddette hipermetilasyon” ve %75’ten biiylik degerleri ise “siddetli hipermetilasyon™ varligi
olarak kabul edildi [424]. Salt kalitafif olarak ise %0-%25 arasi i¢in “metilasyon yok”, %26-
%100 aras1 icin ise “metilasyon var” olarak degerlendirildi [425]. Istatistik hesaplamalarda
hem stirekli hem de kategorize skorlar1 kullanildi.

MEO001 ve MEO002 Kkitleri ile ayr1 ayr1 calisilan gen gruplari, sonuglar analiz edilirken
birlikte diisiiniildii. Aynm1 genin farkli bolgelerine ait bolgeler a, b (aym test igerisinde
calisilanlar) ve 1, 2 (farkl testlerle ¢alisilanlar) seklinde isimlendirildi ve ayr1 genlermis gibi

degerlendirilmeye alindu.

6.5.7. Normalize Sonuclarin Gorsellestirilmesi

Enzim kesimi sonrasinda, enzim kesimi dncesine gore pik alanindaki yiizdesel degisme
miktarin1 (Beta Skoru) ve Bolim 4.5’te anlatildigi tlizere kategorize edilmis beta skorunu
gorsellestirmak i¢in 1s1 haritalar1 (heatmap) hazirlandi. Is1 haritasinda siyah géziiken bolgeler
hi¢ metilasyon olmadigina (%0 (sifir)), en parlak kirmizi renk ile ifade edilen bolgeler ise o
bolgenin tamamen metile olduguna (%100(yiiz)) isaret etmektedir. Kirmizinin diger tonlar1 ile
gosterilen bolgelerin ise parlakliklari, metilasyon miktar1 (%1-%99) ile orantilidir. Yari
kantitatif 1s1 haritasinda da benzer sekilde metilasyon gozlenmeyen bdlgeler siyah renk ile
gosterilirken, kirmizi rengin ii¢ tonu da koyudan parlaga dogru, sirasiyla, hafif, orta siddette

ve siddetli hipermetilasyon durumlarina karsilik gelmektedir.
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7. ARASTIRMA PLANI VE TAKVIMIi

Bu ¢aligma 2006-2012 yillart arasinda yapilmistir.
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8. VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Istatistiksel degerlendirme icin veriler 3 kategoriye ayrildi: Demografik veriler, islenmis
RT-PCR verileri ve islenmis MLPA verileri. Yirmi sekiz ornege ait verilerin analizindeki
temel amag, RT-PCR ve MLPA verilerini kullanarak demografik verilerdeki gruplarin
istatistiksel olarak anlamli farklara sahip olup olmadiklarinin arastirilmasiydi. Ayrica

metilasyon skorlari ile RT-PCR sonuglar1 arasinda anlamli bir iliski olup olmadigi incelendi.

8.1. Demografik Verilerin Kategorizasyonu

Secilen oOrneklere ait verilerle gerceklestirilecek analizlerde asagida listelenen
demografik/kategorik 6zelliklerin tahmin edilip edilemeyecegi arastirildi:

a. Ureme durumu ile ilgili bilgiler: Menapoz durumu, Menars yasi, Gebelik
Sayisi

b. Aile Hikayesi: Ailede Kanser Hikayesi, Ailede Meme Kanseri Hikayesi

c. Patolojik Tanimlayici1 ve Prognostik Faktorler: Histolojik Tip, Evre, Nikleer
Grade, Mitotik Aktivite, T Grubu, Lenf Nodu invazyonu, Uzak Metastaz,
Ostrojen Reseptorii, HER2 Reseptorii

Kategorik 6zellikte olmayan veriler, nispeten az 6rnek sayisi sebebiyle stirekli halde
istatistiksel olarak normal dagilim gostermeyeceginden; tiim demografik veriler, kategorik
hale dontstiiriildii. Bu kategorizasyon yapilirken, toplum ortalamasindan +1 standart sapma
(o) dagilimda olanlar 2, -1c altinda olanlar 1 ve lo iizerinde olanlar 3 olarak skorlandirildi
[426,427]. Boylece menars yas1 11 ve alt1 olanlar 1, 12-14 arasi olanlar 2, 15 ve iistii olanlar
ise 3 skoruna sahip oldu [426]. Benzer sekilde, gebelik sayisi 0 ve 1 olanlar 1, 2-6 olanlar 2; 7

ve lizeri olanlar ise 3 olarak skorlandirilarak ilgili kategorik gruplara dahil edilmis oldu [427].

8.2. Deneysel Varyasyonlarin Belirlenmesi

Internal kontroller ile normalizasyon sirasinda ¢alisma (bir 96’l1 gPCR plag1) ici ve
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calismalar arasi varyasyonu belirleyebilmek i¢in “Kruskal-Wallis” testi uygulandi ve Ct
degerleri arasinda Sapma Katsayis1 Yiizdesi (%CV) belirlendi [428].

8.3. RT-PCR ve MLPA Verilerinin Demografik Gruplara Gore Incelenmesi

RT-PCR ve MLPA wverilerinin, demografik verilere gore kategorize edilen ornek
gruplar arasinda karsilagtirilmasi icin ANOVA secildi. ANOVA ile, her bir gene ait verilerin
farkli demografik kategorilerdeki 6rnek gruplari arasinda herhangi bir fark olup olmadig:
parametrik olarak smandi. Olasilik (p) degerinin 0,05’ten kiicliik oldugu durumlarda,

demografik gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli farkliliklar oldugu kabul edildi.

8.4. RT-PCR ve MLPA Verilerinin Kendi i¢lerinde incelenmesi

RT-PCR ve MLPA verileri goz Oniine alindiginda benzer profil gdsteren genler,
korelasyon yontemiyle belirlendi. RT-PCR gen ifade verilerinin birbirleriyle ve MLPA
verilerinin birbirleriyle olan iliskilerini gormek amaciyla ilgili verilere, parametrik olmayan
bir analiz olan “Spearman’in Siralama Katsayisi’nin belirlendigi korelasyon analizi
uygulandi. Korelasyon katsayisinin (r), 1’e yakin oldugu durumlarda iligkinin kuvvetli
oldugu; pozitifliginin dogru oranti, negatifliginin ise ters orant1 anlamina geldigi kabul edildi.

Korelasyon analizleri ile gruplar arasinda anlaml iligkiler bulunan durumlarda, s6z
konusu benzerlik ve farklarin, iliskili degiskenlerin hangi kategorik alt gruplarindan
kaynaklandigi, parametrik “Multivaryat Varyans Analizi (MANOVA)” cok degiskenli
kargilastirma testleri ile incelendi. Olasilik (p) degerinin 0,05’ten kiiciik oldugu
korelasyonlara sebep olan bagimsiz degisken kategorileri belirlendi.

Ayrica korelasyon, ag grafigiyle gosterilerek gorsel acidan ifade edildi. Her bir daire
bir geni temsil edecek, dairelerin capi, diger genlerle olan iliskinin sayica fazlaliging;
baglantilarin kalinlig1 ise ’nin kuvvetini gosterecek sekilde ag grafikleri hazirlandi. Pozitif

korelasyonlar, kirmizi olarak gosterildi.

8.5. RT-PCR ve MLPA Verilerinin Birbirlerine Gore incelenmesi

Her bir gene ait MLPA Skoru ile normalize RT-PCR degerlerinin iliskisi ise

parametrik olmayan “Mann Whitney U Testi” ve “Ki-Kare Testi” ile incelendi. PCR ve
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MLPA igin yapilan parametrik olmayan istatistiksel analizlerde girdi olarak sirastyla ve ayri
ayr1 Normalize Ekspresyon Degerleri ve kategorize ekspresyon skorlari; Beta skorlar1 ve de
kategorize Beta skorlar1 kullanildi. Ayrica ¢alismanin giliciinli arttirabilmek acisindan, ayni
gene ait birden fazla metilasyon bolgesine bakildigi durumlarda, iki bolgenin sonuglar1 “veya”
matematik islemcisi ile birlestirildi. Benzer sekilde, kategorik beta skoru 2, 3 ve 4 olan alt
gruplar da grup altinda birlestirildi. Bu sayede karsilastirilan alt gruplardaki 6rnek sayisini

arttirilmis oldu.

8.6. Kiimeleme Analizi ve Dendrogramlar

Tiim gruplarin  birbiri ile iligkisini incelemek iizere kiimeleme analizleri
gerceklestirildi. Uygulanan ¢oklu karsilastirma testleri ile MLPA sonuglar1 agisindan ve RT-
PCR sonuglar1 agisindan istatistiksel acidan anlamli farkliliklarin gozlendigi durumlar
belirlendi ve, her bir durumda ilgili genlerin hangi gruplar istatistiksel agidan anlamli olarak
ayirabildigi kiimeler hiyerarsik olarak dendrogramlar (aga¢ grafikleri) ile gorsellestirildi
[399,429,430]. Bu sayede olusan agag¢ iizerinde, benzerlikleri gbze alinarak hiyerarsik olarak
siniflandirilan genler ve ornekler, agacin orijinine yaklastikca aralarindaki mesafe monoton
artacak ve her bir diigliimiin yiiksekligi de gruplar arasi farkliliklar1 belirtecek sekilde

gosterilmis oldu.
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9. CALISMANIN SINIRLILIKLARI

9.1. Calisma I¢i Kontrol ve Tekrarlar

Gergek Zamanli Kantitatif PCR (RT-gPCR) sonuglarindaki varyasyonlar ham Ct
degerleri lizerinden degerlendirildi. Sonuclar degerlendirilirken, duplike 6rnekler arasinda Ct
fark1 >1.0 olan ornekler de degerlendirmeye alinmayarak tekrarlandi. Ayrica plak (her bir
96’l1 PCR grubu) i¢i ve plaklar arasinda kontrol ornekleri arasindaki Ct farkina ait Sapma
katsayisi yiizdesi (%CV) %5 den biiyiik olan ¢aligsma plaklari komple tekrarlandi.

MLPA sonuglar1 degerlendirilirken, farkli fragman analizi parametreleri ile analizlere
ragmen beklenen tiim bantlarin goriilemedigi orneklerde fragman separasyonu islemi
tekrarland1. Yine sonrasi sonu¢ alimmamayan orneklerden DNA kalitesi kotii olanlar harig
MLPA PCR reaksiyonlar1 bir kez daha tekrarlandi. Ayrica, fragman ayrimi sonrasinda MLPA
normalizasyonu sirasinda, eksponansiyel egriye yaklastirma islemi sonucunda %20’nin

lizerinde varyans gosteren testler tekrarlandi.

9.2. Calisma Dis1 Birakilan Ornekler ve Testler

DNA miktar1 50ng/pl altinda, saflig1 1.7-1.9 aras1 olmayan 6rnekler ile; tekrarlanan PCR
reaksiyonlar1 sonrasinda da tiim prop pikleri gézlenemeyen 6rnekler calisma dis1 birakildi.

MLPA fragman separasyonunun tekrari sonrasinda normalizasyonda, eksponansiyel
egriye yaklastirma isleminde cok fazla varyans gosteren Ornekler (CV>%20) calisma dis1
birakildi.

Boylece toplamda 10 tiimoér dokusu ve 13 komsu doku ile 1 sagliklt normal kontrol
calisma dis1 birakilmis oldu. Ayrica demografik verileri kismen eksik olan 4 hasta da sadece
ilgili istatistik degerlendirmeler yapilirken hesaba katilmadi.

Bu calismada, MLPA teknigi ile sonuglar1 elde edilen gen grubundan, sadece gercek
zamanli PCR verisi olan 23 gen analiz edildi. Diger 12 genin MLPA sonuglar1 bu c¢alisma

kapsaminda incelenmedi.
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9.3. Orneklem biiyiikliigii

Calisma biitcesi ve zamani ¢ergevesinde segilen 6rneklem, evreni temsil etmekte giigsiiz
kalmis olabilir. Yazili onam veren saglikli bireylerin azligindan, saglikli normal grup az
sayidadir. Ayrica heterojen bir yap1 sergileyen meme kanserinde, bagimsiz degiskenlerin oklit

dagilimi icerisinde olmasi miimkiin degildir.
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10. ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma, Dokuz Eyliil Universitesi Klinik ve Laboratuvar Arastirma Etik Kurulu
06.04.2006 tarih ve 88 sayili karart uyarinca baglamis ve projedeki degisiklikler de
08/11/2012 tarih ve 36-07 sayil1 yazisinda belirtildigi iizere bildirilmistir (Bkz. Ek 1, 2).

Bu projede kullanilan beseri materyal, yine Dokuz Eyliil Universitesi Klinik ve
Laboratuvar Aragtirma Etik Kurulu 30.11.2004 tarih 01/15/04 — 559 nolu toplantisinda alinan
rapor dahilinde kurulan ve 03.02.2006 tarih ve 03 say1 ile degisik proje kapsaminda yazili

bilgilendirilmis onamlari ile toplanmustir.

105



IV. BULGULAR

1. OLGULAR

Calismaya dahil edilen ve calisma sonunda istatistiksel analiz i¢in degerlendirilmeye
alinmayanlar hari¢ olmak {izere) demografik ve klinik Ozelliklere gore dagilimi asagida

verilmistir (Tablo 10-12).

Tablo 10. Olgularin Histolojik Olarak Gruplandirilmasi

Histolojik Tip ik Olgu Sayist Calisma Sonu Olgu Sayisi
Duktal 6 6
Lobiiler 7 4
Miks 8 6
Benign / in-situ 1 1
Diger 4 3
Saglikli Normal 4 3
Toplam 30 23

Calismaya dahil edilen ve degerlendirmeye alinan tiimor olgularinin tamami disi olup,
ortalama yas sirasiyla 55,9 ve 55,4 idi. Saglikli kontrollerin de yine tamami disi olup,

ortalama yas 31,5 ve 31,7 idi.
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Tablo 11. Olgularin evrelere gore gruplandirilmasi

Evre Ik Olgu Say1st Caligma Sonu Olgu Sayisi
0 1 1
I 4 2
II 13 10
I 6 5
v 2 2
Saglikh 4 3
Toplam 30 23

Tablo 12. Olgularin invazyon durumuna gore gruplandirilmasi

Invazyon Durumu [k Olgu Sayis1  Calisma Sonu
Olgu Sayis1

Lenf Diigiimti Tutulumu Yok 15 11

Lenf Diiglimii Tutulumu Var / Uzak Metastaz Yok 9 7

Lenf Diiglimii Tutulumu Var / Uzak Metastaz Var 2 2

Saglikli 4 3

Toplam 30 23
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2. GERCEK ZAMANLI PCR (REAL TIME PCR) CALISMALARI

2.1. RNA miktar ve safhig

Bu calismada elde edilen RNA c¢ozeltilerinin Ajeo/Azgo oranlart 1,95-2,12 arasinda
degismekteydi. Aritmetik ortalamasi (M) (£o) ise 2,01(% 0,03) idi.

2.2. Primer Optimizasyonu

B2M geninin farkli konsantrasyonlardaki Ct degerleri Tablo 13’de gosterilmistir. A5-D5

Serisi, her iki primerin 0.2 uM final konsantrasyonunda olup en diisiik Ct’ye sahipti.

En diisiik Ct ve en yiiksek R (baseline’dan ¢ikarilan floresan okuma) degerlerine sahip
olan 0.2 uM konsantrasyon, gecerli konsantrasyon olarak kabul edildi. Sekil 29°da Stratagene
Mx3000P Real Time PCR cihazindan alman bir geninin amplifikasyon grafikleri

goriilmektedir.

Sekil 29. ACTB geni i¢in normal 6l¢ekli ve logaritmik amplifikasyon grafikleri
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Tablo 13. ACTB geni i¢in farkli konsantrasyonlardaki Ct degerleri

Kuyuno. Floresan Kanali Tip Esik (dR) Ct(dR) RSq(dR)
Al FAM Standard 262,518 30,04 0,999
Bl FAM Standard 262,518 30,08 0,999
C1 FAM Standard 262,518 30,05 0,999
D1 FAM Standard 262,518 30,05 0,999
A2 FAM Standard 262,518 28,04 0,999
B2 FAM Standard 262,518 28,11 0,999
C2 FAM Standard 262,518 28,15 0,999
D2 FAM Standard 262,518 28,10 0,999
A3 FAM Standard 262,518 28,60 0,999
B3 FAM Standard 262,518 28,62 0,999
C3 FAM Standard 262,518 28,63 0,999
D3 FAM Standard 262,518 28,60 0,999
A4 FAM Standard 262,518 28,05 0,999
B4 FAM Standard 262,518 28,09 0,999
C4 FAM Standard 262,518 28,27 0,999
D4 FAM Standard 262,518 28,60 0,999
A5 FAM Standard 262,518 25,29 0,999
BS FAM Standard 262,518 25,27 0,999
C5 FAM Standard 262,518 25,27 0,999
D5 FAM Standard 262,518 25,28 0,999
A6 FAM Standard 262,518 27,78 0,999
B6 FAM Standard 262,518 27,97 0,999
Cé6 FAM Standard 262,518 27,90 0,999
D6 FAM Standard 262,518 27,77 0,999
A7 FAM Standard 262,518 27,99 0,999
B7 FAM Standard 262,518 28,01 0,999
C7 FAM Standard 262,518 27,98 0,999
D7 FAM Standard 262,518 27,98 0,999
A8 FAM Standard 262,518 28,09 0,999
B8 FAM Standard 262,518 28,71 0,999
C8 FAM Standard 262,518 28,65 0,999
D8 FAM Standard 262,518 28,62 0,999
A9 FAM Standard 262,518 27,69 0,999
B9 FAM Standard 262,518 27,71 0,999
C9 FAM Standard 262,518 27,71 0,999
D9 FAM Standard 262,518 27,70 0,999

Al0 FAM NTC 262,518 No Ct 0,999
All FAM NTC 262,518 No Ct 0,999
Al2 FAM NTC 262,518 No Ct 0,999
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2.3. Referans Genler

Dort aday referans genin invazif meme kanseri, timor cevresi ve saglikli normal

meme dokusundaki ekspresyon seviyeleri doku ayirimi yapmadan ve yaparak ayri ayri

asagida gosterilmistir (Sekil 30 ve 31). Degerler, standart sapmalariyla birlikte, Ct

ortalamalari olarak gosterilmistir.
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Sekil 30. Aday referans genlerin meme dokusunda ekspresyon seviyeleri
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Sekil 31. Aday referans genlerin doku grubuna goére ekspresyon seviyeleri
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Invazif meme kanseri, tiimor komsu doku ve saglam meme dokusu verilerinin tiimii ele

alindiginda, aday referans genlerin NormFinder ve Genorm yazilimlar ile stabilitesine gore

siralamasi sirasiyla Tablo 14 ve Sekil 32°de gosterildi.

Tablo 14. NormFinder ile aday referans gen siralamasi

Siralama Aday genler Stabilite degeri Standart hata
1 PUMI1 0,259 0,104
2 RPL13A 0,525 0,074
3 B2M 0,774 0,076
4 ACTB 1,365 0,102

Average expression stability M

25

Average expression stability values of RPL13A, PUM1, B2M, ACTB genes

RPL13A

PUM1

B2M
ACTB

[=—sen =2

2992226083

28066113

2.589958744

Sekil 32. Genorm ile aday referans genlerin ekspresyon stabiliteleri

< Least stable genes Most stable genes i

En stabil gen ¢ifti olan RPL13A/PUMI ikilisine gore her bir 6rnek i¢in hesaplanan

normalizasyon katsayilar1 0,02 ile 21,27 arasinda degismekteydi (4,71+2,9) (Bkz. Ek 3).

2.4. Standart Egriler ve Amplifikasyon Verimleri

ACTB ve B2M genlerinin standart egrileri Sekil 33’te gosterildi.
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B Standad Carve

Initial Duantity (rancgrames)

Sekil 33. Standart egri 6rnekleri: ACTB ve B2M genlerinin standart egrileri

Referans ve diger tiim genlerin verimlilikleri, ¢izilen ilgili standart egrisinden elde
edildi. Mx3000P programi ile hesaplanan verimlilik %99,964+2,86, egimin belirleyicilik
katsayisi (R?) ise 0,995+0,004 olup, tiim degerler ve Tablo 15’de gsterildi.

Tablo 15. Standart egrilerden elde edilen gen amplifikasyon verimlilikleri

Gen Verimlilik Egim Belirleme Gen Verimlilik Egim Belirleme

ATM 101,3 3,291 0,989 PAX6 100,4 3,313 0,998
BRCA1 102,4 3,265 0,994 PTEN 100,6 3,308 0,992
BRCA2 100,1 3,32 0,987 RARB 100,4 3,313 0,998
CASPS 100,8 3,202 0,997 RASSF1 100,6 3,308 0,992
CD44 100,4 3,312 0,999 STK11 100,4 3,312 0,991
CDH13 99,8 3,326 0,997 THBS1 99,0 3,346 0,992
ESRI1 101,0 3,299 0,999 TIMP3 99,4 3,337 0,999
GSTP1 100,2 3,318 1,000 TP53 100,0 3,323 0,992
MGMT 99,9 3,324 0,994 TP73 100,7 3,301 0,995
MLHI1 99,6 3,331 0,991 ACTB 100,2 3,318 1,000
MSHG6 101,4 3,327 0,996 B2M 86,1 3,717 0,999
CDKN2B  101,2 3,293 0,989 PUMI1 101,4 3,327 0,996

CDKN2A  100,0 3,322 1,000 RPLI13A 101,0 3,288 0,998
PAXS 100,6 3,308 1,000
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2.5. Gen Ekspresyonu Verileri (Normalize RT-PCR Sonuclari)

Gergek zamanli PCR sonrasinda elde edilen veriler normalize edilmis halde tablo
haline getirilmistir (Bkz. Ek 4). Pozitif sayilar ekspresyon artiglarini, Negatif sayilar ise
ekspresyon azaliglarini kat olarak gostermektedir.

Analizlere dahil edilen 6rneklerin her bir RT-PCR verisi i¢in genlere ait degerler ve

ortalamadan sapma miktarlar1 kutu grafigi ile gosterilmistir (Sekil 34).
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Sekil 34. Gen ekspresyonu degerlerinin kutu grafigi ile gosterimi

2.6. Calisma ici kontroller ve calismalar arasi varyasyon

Gergeklestirilen tiim kantitatif (qQ)RT-PCR deneylerinin ylizde varyasyon katsayilari
(%CV) 10 ng/ul ve 1 ng/ul konsantrasyonlar1 i¢in sirastyla ¢alisma i¢i 0,0342 ve 0,042 idi.

Caligmalar aras1 % CV ise ayn1 konsantrasyonlar i¢in sirasiyla 0,042 ve 0,024 idi.
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2.7. Gen Ekspresyonundaki Degisiklikler

Normalizasyon sonrasinda, saglikli normal meme dokusuna oranla artmis ve azalmis
ekspresyon gosteren gen ve hasta sayilar1 Tablo 16’da 6zetlenmis, detayli olarak ise Tablo
17°de gosterilmistir. Tablo 18 ise tiimor ve komsu normal dokularda gen bazinda ekspresyon

degisikliklerinin sikligin1 listelemektedir.

Tablo 16. Doku bazinda ekspresyon degisikligi oranlari

Komsu normal  Saglikli normal

Tiimor doku
doku doku
Artmis ekspresyon gdsteren gen sayisi 10,75+4,69  3,60+4,62 0
Azalmis ekspresyon gosteren gen sayisi 8,85+4,38 15,4+6,50 0
Degismis ekspresyon gosteren gen sayisi 20,5+1,50 19+1,63 0
En az bir azalma gdsteren hasta sayisi 19 (%100) 5 (%100) 0
En az bir artis gdsteren birey sayisi 19 (%100) 3 (%60) 0
En az bir degisiklik gosteren birey sayisi 19 (%100) 5 (%100) 0

2.8. Gen Ekspresyonu Is1 Haritas1 (HeatMap)

Bu calismada, hasta ve komsu dokularda gen ekspresyon diizeyleri normal kontrollere
oranla yaklasik 172 kata kadar artma ve 481 kata kadar azalma goriilmekteydi. Ortalama
degisim miktar1 ise 17,1 katti. Her gen i¢in tlimor, komsu normal ve saglikli normal dokularda
ne kadar ekspresyon degisikligi oldugu ise Tablo 19°da gdsterilmistir. Eksi olarak ifade edilen
degerler o kadar kat azalmay1 belirtmektedir. Genler aras1 degisim farklar1 biiyiik oldugundan,
her gen kendi standart sapmasina gore degerlendirilerek renklendirildi. Normal dokulara
oranla 1 kat degisme (degisme olmayan) siyah renk ile gosterilirken, maksimum oranlar en
parlak renkler ile gosterildi. Kirmizi tonlar1 azalmis, yesil tonlar1 ise artmis ekspresyonu

gostermektedir (Sekil 35).
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Tablo 18. Gen bazinda ekspresyon degisikliklerinin siklig

Tumor dokular

Azalmis  Artmis  Degismemis Artmis  Azalmis  Degismemis

BRCA1 %90 %0 %10 CDKN2A %95 %0 %35

TIMP3 %380 %15 %35 PAX5 %90 %0 %10

BRCA2 %75 %20 %35 TP53 %85 %35 %10

ESR1 %70 %20 %10 TP73 %85 %35 %10

PTEN %65 %10 %25 PAX6 %80 %0 %20

RARB %60 %30 %10 CD44 %75 %15 %10

ATM %60 %25 %15 CDKN2B %75 %0 %25

CDH13 %60 %25 %15 GSTP1 %70 %25 %35

RASSF1 %355 %20 %25 THBS1 %55 %30 %15

CASPS %350 %20 %30 STK11 %50 %30 %20

MLHI1 %45 %30 %25 MGMT %35 %45 %20
MSH6 %30 %40 %30

Komsu normal dokular

Azalmis  Artmus  Degismemis Artmis  Azalmis  Degismemis

PTEN %25 %0 %75 GSTP1 %10 %35 %385

TP53 %25 %0 %75 TP73  %l15 %10 %75

STK11 %20 %35 %75 CDHI13 %35 %35 %90

CDKN2A %20 %35 %75

CDKN2B %20 %0 %380

PAX6 %20 %0 %380

CASPS %20 %35 %75

PAXS %20 %35 %75

TP73 %20 %0 %380

GSTP1 %20 %35 %75

CDH13 %20 %0 %380

MSH6 %15 %35 %380

MGMT %15 %35 %380

MLHI1 %15 %35 %80

CD44 %15 %10 %75

BRCA1 %15 %0 %385

BRCA2 %15 %35 %380

RARB %15 %0 %385

ATM %15 %0 %385

ESR1 %10 %5 %385
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Tablo 19. Gen bazinda ortalama ekspresyon degisiklikleri (kat olarak)

ortalama

st.sapma

minimum

maksimum

timor komsu normal tiimoér komsu normal tiimér komsu normal tiim6ér komsu normal

ATM
BRCA1
BRCA2
CASPS
CD44
CDHI13
CDKN2A
CDKN2B
ESR
GSTP1
MGMT
MLH1
MSHG6
PAXS
PAX6
PTEN
RARb
RASSF1
STK11
THBSI1
TIMP3
TP53
TP73

12,8
43,4
31,5
6,7
10,9
18,0
16,1
12,7
131,0
4.8
15,2
8,9
3,7
15,3
10,9
9,8
8,2
9,0
9,8
11,7
13,5
55,6
21,9

18,1
22,4
3,3
12,6
2,5
6,3
12,3
2,3
42,0
6,3
11,3
68,2
2,5
8,0
4,0
4.6
8,6
11,6
19,1
6,5
11,6
8,2
6,6

1,0
1,0
1,0
1,1
1,0
1,2
1,0
1,1
1,0
1,1
1,0
1,1
1,1
1,1
1,1
1,0
1,0
1,1
1,0
1,1
1,1
1,0
1,0

12,9
25,6
222
8,2
17,0
25,5
12,2
18,1
143,0
2,4
18,2
15,1
2,4
14,3
8,1
15,9
6,5
12,2
11,6
12,5
12,0
55,9
22,1

33,0
22,7
3,6
25,5
3.4
7,8
24,9
2,4
70,8
83
17,8
157,0
2,5
14,6
6,4
5,5
16,2
21,2
28,5
6,7
24,9
13,3
10,7

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,1
0,0
0,1
0,1
0,1
0,0
0,2
0,1
0,1
0,1
0,0
0,0
0,1
0,0
0,1
0,1
0,0
0,0

-40,2
-84,7
-40,2
274

-7.9
-110,7
2,1
1,4
-481,0
5,5
74,0
64,4
7,5
1,2
-1,0
-55,9
-15,7
42,4
4.8
21,7
443
43
-6,9

-83,6
-48,2
6,8
-63,6
4.4
15,7
-10,0
3,7
-180,4
20,5
44,6
-388,0
33
3,1
15,4
-12,9
-40,5
-54,8
4,0
-15,6
61,4
21,5
222

1,0
1,0
-1,0
1,1
-1,0
1,0
1,1
-1,0
1,1
1,2
-1,0
-1,0
-1,0
1,0
1,1
-1,0
1,0
1,0
1,1
1,0
1,1
-1,0
-1,0

11,4
1,2
84,7
18,4
71,8
30,6
443
65,3
112,2
10,3
28,5
30,1
8,5
52,2
283
2,6
25,7
7,5
33,8
422
9,9
172,4
77,7

-1,0
0,0
1,4

59,7
1,1
1,6
2,7

583
5.9
10,5
1,3
1,3
1,4
2.4
2.4

353
1,4
1,6
1,0
1,6
2,0
2.3

20,0

1,0
1,0
1,0
1,1
1,0
1,3
1,0
1,2
1,0
1,0
1,0
1,4
1,2
1,2
1,1
1,0
1,1
1,1
1,0
1,2
1,1
1,0
1,1
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2.9. PCR Verileri Arasinda Korelasyonlar

Analizlere konu olan ornekler temel alinarak, her bir RT-PCR verisi icin genlere ait
degerlerin birbirleriyle daha kolay kiyaslanabilmeleri amaciyla genler aras1 ve 6rnekler arasi
korelasyon degerleri hesaplanarak her bir veri kiimesi i¢in dendogramlar olusturulmus ve 1s1

haritas1 (heat map) lizerinde gosterilmistir (Sekil 36).

el

TIMP3

RASSF!

RA4RE

CASPE

MLH1

Pad

P73

P15cdknzb

BRCAZ

CDdd

Plbedknga

ppppppppppppppppppppppp

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Sekil 36. qRT-PCR verisinin dendogrami ve 1s1 haritast.
Verinin medyanina denk gelen degerler siyah ile gosterilmis olup, standart sapmaya gore
renklendirme 6lg¢iitii sol taraftaki lejantta gdsterilmistir.
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Her gen i¢in qPCR sonuglarinin birbiri ile korelasyonu hesaplanmis olup (Bkz. Ek 5),
giiclii korelasyonlar (7>0,7) Tablo 20°de gosterilmistir. Ayrica tiim korelasyonlar ag grafigi
ile ifade edilmistir (Sekil 37). Sekilde yalnizca istatistiksel agidan zayif olmayan gen iliskileri
gosterilmistir. Tabloda yer alan degerler, korelasyon katsayist olan “r” degerini
gostermektedir. » degerinin 1 veya -1’e yakin olmasi, iliskinin kuvvetli oldugunun

gostergesidir.

Tablo 20. Ekspresyon degisiklikleri arasinda giiclii korelasyon olan genler (» degerleri)
ATM CASP8 CDHI3 MLH1 PAX6 RARb RASSF1 THBS1 TIMP3 TP53 TP73

ATM . 0,78 . 0,75 . . 0,71 . 0,8
CASP8 0,78 . . 0,38 . 0,72
CD44 . . -0,71
MLHI 0,75 0,88 . : . : : .
PAX6 . : . : . : : 0,72
RARb . 0,72 . : . : : . :
RASSF1 0,71 . . : . . . . 0,74
THBSI . : . . 0,72 . .
TIMP3 0.8 . . : . . 0,74 . . . .
TP53 : : . : . : : . . . 0,77
TP73 : : . : . : . . . 0,77
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Sekil 37. qRT-PCR verileri ile gergeklestirilen korelasyon analizini gosteren gen agi.

Her bir daire bir geni temsil etmektedir. Dairelerin biiyiikliigii, diger genlerle olan iligkinin
sayica fazlaligina isaret etmektedir. Baglantilarin kalinligi korelasyon katsayisinin (»’nin)
kuvvetli olusunu gosterirken, kirmizi baglantilar pozitif korelasyonu, yesil baglantilar ise
negatif korelasyonu isaret etmektedir.
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Votaga 1)

3. METIiLASYON MLPA CALISMALARI

3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu sonrasi Ol¢iilen konsantrasyonlar, yaklasik 50-200 pg/ml ve Ajeo/Azso
orant ise 1,5-2,5 araligindaydi (Bkz. Ek 6).

3.2. PAGE ile MLPA Amplifikasyon Kontrolii

MLPA PCR iiriinleri, kapiller elektroforez sistemine yiiklenmeden dnce yapilan PAGE
sonrasinda goriintiilendiginde 60-500 baz arasinda 50 civar1 amplikon goziikmekteydi. PCR

iirlinlerine ait bantlar gozlenmeyen orneklerde ise MLPA PCR tekrar edildi (Sekil 38).

Sekil 38. MLPA PCR firtinlerinin PAGE jel goriintiisii.
Ornek 1 hattinda bant yok, MLPA tekrarlanacak. Ornek 2 hattinda ise MLPA reaksiyonuna ait
beklenen 50 civar1 bant gozleniyor: Kapiller Elektroforez ile fragman ayrimi i¢in uygun.

3.3. MLPA PCR Uriinlerinin Fragman Ayristirmasi

Kapiller Elektroforez sirasinda 6lgiilen Gerilim ve Akim degerleri asagida gosterilmistir

(Sekil 39 ve 40).

Sekil 39. Kapiller elektroforez ayristirma voltaji
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Sekil 40. Kapiller elektroforez enjeksiyon ve ayristirma akimlari

Kapiller elektroforez sisteminde kosturulan MLPA-PCR firiinlerinin cihaz tarafindan

Olciilen floresan degerleri su sekilde goriintiillenmekteydi (Sekil 41).
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Sekil 41. Ornek bir ham veri
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3.4. Fragman Analizi

Ham veriler Local Southern algoritmasi kullanilarak analiz edildi (Sekil 42 ve 43).

Standard:
Size Calibration Maodol

SizeStandsard-500
Local S authorn

550 —

500 —

450 —

400 —

350 —

300 —

Fragment Size (n)

250 —

200 —

I I I
0.07 0.0

0.09

L
I
o. 10

I
.11

0.12

I
0.13

.14

Mobility (cm=/vs) x 1000

Sekil 42. Local Southern ile fragman bliytikliigii standart egrisi hesabi

184,154; 30333.718

35000 +
30000 +— oaee
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=] € |
o 20000 14654
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a 2451 Tz |
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L 24542
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ke [< AT <CHFR>
22805 28021
L Al T3C2
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33618 4200
10000 +— 1503 i RASSFI> —— TNFRSF?
[ <COKN2A <COKMZE> 300,94 <RAGEFI>  HTEE
20519 | cpreazy 33700 BR
L 200,78 EARRE cowr  F1el 436,50
MLHZ 29115 <EsR1y 0761 s
r 160,94 PTEN;  F19.18 Sd'15 FHIT CASR
‘ ¢ <COa : 56 76,50
L <RARBY 1204 | da | Ae51363 - o4’ oA
| ecoites | o 2.3 STRTE | ccofie
5000 + “ 180 T i
04T g
LFRAG 8 20 340 () <IGSF4s
L 0 gl 120 |1dal] [[150 200 san| 00| [ze0 [ 300 | 434 360 380 <00 00
L 0 J90 100 420 45302 480 5o 540 560 600,21
L <GSTPI> se0 B00-
. P M dl Jl A Jl 1& A J‘
O-=L111] L I ! I L il L L i L
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Size (nt)

Sekil 43. Ornek bir fragman analizi sonras1 veri goriintiisii
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Fragman biiyiikliikleri, fragman analizi sonug¢lariin islenmis elektroforez pik grafikleri
(elektroferogramlar) ve fragman analizi sonucunda elde edilen pik degerlerinin listesi
belirlenmistir (Bkz. Ek 7-14).

Ornek DNA’larinin metilasyona spesifik Hhal enzimi ile kesim &ncesi ve sonrasi
MEOO1 ve MEO002 kiti ile yapilan calismalarin sonucunda elde edilen tiim Ornekler i¢in
fragman biiyiikliikleri listelenmistir (Bkz. Ek 15, 16, sirasiyla). G6zlenmeyen pikler, nokta (.)

isareti ile gOsterilmistir.

3.5. MLPA Metilasyon Beta Skorlar:

Fragman analizi verilerinden hesaplanan tiim beta skorlar1 (ME001 ve MEO002
caligmalar1 bir arada gosterilmistir) listelenmistir (Bkz. Ek 19). Parametrik olmayan
istatistiksel analizlerde girdi olarak beta skorlar1 yerine kategorize beta skorlar1 kullanilmistir

(Bkz. Ek 20).

3.6. Metilasyon Durumunda Degisiklikler

Normalizasyon sonrasinda, hipermetilasyon gozlenen genler Tablo 21°de 6zetlenmis

olup, detayl1 olarak Sekil 44’te gosterilmistir.

Tablo 21. Doku bazinda hipermetilasyon durumlari

Komsu normal Saglikli normal

Tiimor doku
doku doku
Hipermetilasyon gozlenen gen sayisi 3,20+2,26 0,60+0,55 0
En az bir hipermetilasyon goézlenen birey 18 (%95) 3 (%60) 0

say1sl

Ayni gen ile ilgili birden fazla bolgenin ¢alisildigi durumlarda, iki bdlge “veya”
islemcisiyle birlestirilerek gdsterilmistir. Tablo 22°de ayn1 gene ait birden fazla bolge ¢alisilan
durumlardaki metilasyon varliginda bdlgelere goére metilasyon durumlar1 gosterilmistir (Bkz.

Ek 21).
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3.7. Metilasyon Is1 Haritas1 (Heatmap)

Enzim kesimi sonrasinda, enzim kesimi dncesine gore pik alanindaki yiizdesel degisme
miktarina (Beta Skoru) gore hazirlanan sicaklik haritas1 Sekil 45°te goriilmektedir. Siyah
goziiken bolgeler hi¢ metilasyon olmadigina (%0: sifir), en parlak kirmizi renk ile ifade edilen
bolgeler ise o bdlgenin tamamen metile olduguna (%100: yiiz) isaret etmektedir. Kirmizinin
diger tonlar1 ile gosterilen bolgelerin ise parlakliklari, metilasyon miktar1 (%1-99) ile
orantilidir. Kategorize edilmis beta skoruna gore ifade edilen yar1 kantitatif sicaklik haritasi

ise Sekil 46°da gosterilmistir.
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Sekil 45. Gen promotor bolgesinde hipermetilasyon gosteren bireyler
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Tablo 22. Ayn1 gene ait birden fazla bolge calisilan durumlarda metilasyon bulgulari

23TD 24TD 26TD 29TD 30TD 31TD 52TD 54TD 56TD 58TD 60TD 62TD 64TD 22ND 3IND
BRCALl . . M - . . . M -
BRCA2 . . . . M - . M -
CDH13 M- MM . . . M - . . M - . MM
CDKN2A . . . . . . . . . M -
ESR1 . . . . . . . . M - . . M -
GSTP1 . . . M- M- . . . . .. MM . M -
MGMT . M - . . . . . . . M -
PTEN . . . . M -
RARB . . . . . . M - . . M -
RASSFI MM . M- M- .. MM . MM . .. MM . . M- M-
TP73 . . . . . . . . M -

MM: iki bolgede de metilasyon varligi; M - : yalnizca bir bolgede metilasyon varligi
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Sekil 47. Hipermetilasyon durumunu gdsteren yar1 kantitatif sicaklik haritasi

3.7. MLPA Verileri Arasinda Korelasyonlar

Analizlere konu olan d6rnekler temel alinarak, her bir MLPA verisi i¢in genlere ait
degerlerin birbirleriyle daha kolay kiyaslanabilmeleri amaciyla genler aras1 ve ornekler arasi
korelasyon degerleri hesaplanarak her bir veri kiimesi i¢in dendogramlar olusturulmus ve 1s1
haritas1 (heat map) iizerinde gosterilmistir (Sekil 48 ve 49).

Her gen i¢cin MLPA sonuglarin birbiri ile korelasyonlaridan (Bkz. Ek 22 ve 23)
giiclii korelasyonlar (7>0,7) Tablo 23’te gosterilmistir. Tabloda yer alan degerler, korelasyon
katsayis1 (r) degerini gostermektedir. » degerinin 1’¢ yakin olmasi, iligkinin kuvvetli
oldugunun gostergesidir. Ayrica tiim korelasyonlar ag grafigi ile ifade edilmistir (Sekil 50 ve

51). Sekillerde yalnizca istatistiksel agidan zayif olmayan gen iligkileri gdsterilmistir.
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Sekil 48. MEOO1 MLPA verisinin dendogrami ve 1s1 haritasi
mMLPA beta skorlari ile parametrik olmayan karsilastirmalar yapilmistir. Verinin medyanina

denk gelen degerler siyah ile gosterilmis olup, standart sapmaya gore renklendirme 6l¢iitii sol
taraftaki lejantta gosterilmistir.
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Sekil 49. ME0O2 MLPA verisinin dendogrami1 ve 1s1 haritasi

mMLPA beta skorlari ile parametrik olmayan karsilastirmalar yapilmistir. Verinin medyanina
denk gelen degerler siyah ile gosterilmis olup, standart sapmaya gore renklendirme 6l¢iitii sol
taraftaki lejantta gosterilmistir.
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Tablo 23. Metilasyon durumlar1 arasinda giiclii korelasyon olan genler (» degerleri)

BRCA2 CASP8 CD44 CDKN2A GSTP1 MGMT MLH1 MSH6 PAX6 PTEN RARB RASSF1 THBS1 TP53 TP73
BRCA2 . . . . . . . . . 0,8 1,0
CASP8 . . . 0,7 . . 0,9 . . 1,0
CD44 . . . . . 0,8
CDKN2A . 0,7 . . . 0,9 0,7 . 1,0 0,7 09
GSTP1 . . . . . 0,7
MGMT . . 0,8 0,9 0,7 . . . 0,8 . 0,8
MLH1 . 0,9 . 0,7 . . . . . 0,9
MSH6 . . . . . . . . . . . . 0,8
PAX6 . . . 1,0 . 0,8 . . . . 0,9
PTEN 0,8 1,0 . 0,7 . . 0,9 . . . . . . 0,8
RARB 1,0 . . 0,9 . 0,8 . . 0,9
RASSF1 . . . . . . . . . . . 0,9
THBS1 . . . . . . . 0,8
TP53 . . . . . . . . . 0,8
TP73 . . . . . . . . . . 0,9

RARE BRCA2

GSTPI

Sekil 50. MEOO1 MLPA verileri korelasyon sonuglarini gosteren gen agi.

Her bir daire bir geni temsil etmektedir. Dairelerin biiyiikliigl, diger genlerle olan iliskinin
sayica fazlaligina isaret etmektedir. Baglantilarin kalinlig1 korelasyon katsayisinin (7’nin)
kuvvetini simgelemektedir.
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Sekil 51. ME002 MLPA verileri korelasyon sonuglarini gosteren gen agi.
Her bir daire bir geni temsil etmektedir. Dairelerin biiyiikliigii, diger genlerle olan iligkinin

sayica fazlaligina isaret etmektedir. Baglantilarin kalinligi korelasyon katsayisinin (»’nin)
kuvvetini simgelemektedir.
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4. QRT-PCR VE MMLPA VERILERi iLE DEMOGRAFIK VERILER ARASINDAKI ILISKILER

4.1. PCR Verileri ile Demografik Veriler Arasindaki iliskiler

Demografik bilgiler dogrultusunda RT-PCR verileri ANOVA yontemiyle analiz
edilmesi sonucu elde edilen tiim p-degerleri (Bkz. Ek 24) arasindan anlamli iligkilere
dayandirilarak gerceklestirilen multivaryat (cok degiskenli) karsilastirma testleri sonuglari ise

Tablo 24’te listelenmistir.
Istatistiksel agidan anlaml farkliliklarn gozlendigi durumlara iliskin ¢coklu karsilastirma
testlerine ait grafikler ile her bir durumda ilgili genlerin hangi gruplan istatistiksel agidan

anlamli olarak ayirabildigi ise 1s1 haritasi ve dendogramlar ile ifade edilmistir (Sekil 52).

Tablo 24. PCR verilerinde anlamli derecede farkli gruplar ve p degerleri

— ~ a )
S ¢z & E § B & %
= % & & & 5 £ &8 1
Gebelik Sayist - - - - - - 1-2,1-3 - -
(<0,001)
Ailede Kanser Hikayesi - - 1-2 1-2 1-2 1-2 - - -
(0,004) (0,006) (0,010) (0,010)
Histolojik Tip - - - - - - - - 1-3
(0,019)
Mitotik Aktivite - - - - - - - - 1-2
(0,046)
Uzak Metastaz 1-2 1-2 - - - - - 1-2 -
(0,033)  (0,016) (0,033)
Ostrojen Reseptorii 1-2 - - - - - - 1-2 1-2
(0,007) (0,006)  (0,004)
HER2 Reseptorii - 1-2 - - - - - 1-2 -
(<0,001) (0,033)
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Sekil 52. PCR Verilerinde multivaryat karsilagtirma sonuglar1 ve dendrogramlar

A)Ailede Kanser Hikayesi; B)Uzak Metastaz ve C)Ostojen Reseptorii ile

Ekspresyonunun iligkisi

Gen
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4.2. MLPA Verileri ile Demografik Veriler Arasindaki Iliskiler

Demografik bilgiler dogrultusunda Metilasyon MLPA verilerinin ANOVA yontemiyle
analiz edilmesi sonucu elde edilen tim p degerleri (Bkz. Ek 25 ve 26) arasindan anlamli
olanlara dayandirilarak gerceklestirilen multivaryat karsilastirma testleri sonuglart ise
ANOVA sonucu p degerleri ile birlikte Tablo 25’te listelenmistir. Tabloda her iki test ile
alinan sonuglar “veya” islemcisi ile birlestirilerek gosterilmistir.

Istatistiksel agidan anlamli farkliliklarn gozlendigi durumlara iliskin ¢coklu karsilastirma
testlerine ait grafikler ile her bir durumda ilgili genlerin hangi gruplan istatistiksel agidan

anlamli olarak ayirabildigi ise 1s1 haritasi ve dendrogramlar ile ifade edilmistir (Sekil 53).

Tablo 25. Metilasyon durumlar1 farkli olan gruplar

= 22 EfgzES 28258288 g ¢
< 2 38 88gsaakE3 EFEF
Menars yas1 -2 - - - - 12 - - - - - - - - 12 12
-3 13
Menapoz durumu - - - - - - - 12 - - - - - - - -
Gebelik Sayist - 12 - - - - - - - - - - - _ i, i,
Ailede Kanser Hikayesi 12 - 12 - 12 - - - - - 12 - 12 - - 12
Evre 24 - - - .o 24 - 24 - - oo
3-4 3-4 3-4
Uzak Metastaz -2 - - 12 - - 12 - 12 - - 12 - - - -
HER2 Reseptorii - - - - - 12 - - - - - - - - - -
Histolojik Tip - - 13 - - - - - - 12 - - - - R R
42
Ostrojen Reseptorii 25
Niikleer Grade - - - - - - - - - - 12 - - - R R
1-3
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Sekil 53. mMLPA-MEOQ01 multivaryat analiz sonuglar1 ve dendrogramlar
A,B,C)Ailede Kanser Hikayesi ve D)Evre ile hipermetilasyonun iliskisi
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5. GERCEK ZAMANLI PCR VE METILASYON MLPA ARASINDAKI ILiSKILER

5.1. Metilasyon durumunun ekspresyon durumu ile iliskisi

Gergek zamanl kantitatif PCR ve metilasyon MLPA calismalarinda ortak olan 23 gen
icin hipermetilasyon varliginin gen ekspresyon degisiklikleri ile iliskisi Tablo 26’da
gosterilmistir. Higbir hastada metilasyon saptanmayan genler ve hicbir gende metilasyon
saptanmayan hastalar gosterilmemistir. Ayn1 tabloda ayrica hipermetilasyon varliginda gen
ekspresyonunda azalma olup olmamasinin ne derecede anlamli oldugu p kolonunda
verilmistir. p degerinin 0,05'ten kiiglik olmasi, istatistiksel olarak anlamli durumlari

gostermektedir.

Tablo 26. Hipermetilasyon varliginda ilgili genin ekspresyonu durumlari
p 22TD 23TD 24TD 26TD 29TD 30TD 31TD 32TD 52TD 54TD 56TD 58TD 60TD 62TD 64TD 22ND 3IND
BRCALI - _
BRCA2 - +
CDH13 -+ - o -
CDKN2A +
ESRI + -
GSTP1 - - + +
MGMT - +
MSH6 -
PAX5 +
PAX6 + o+
PTEN -
RARB - +
RASSF1 - - - - o -
TP53 +
TP73 +

Art1 (+) artmus ekspresyonu, eksi (-) azalmig ekspresyonu, nokta (o) degismemis ekspresyonu gostermektedir.
Bos hiicreler metilasyon gozlenmeyen kosullardir. p degeri ise hipermetilasyon ile gen ekspresyonundaki
azalmann iligkisinin ne kadar anlamli oldugunu gostermektedir.
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5.2. Ekspresyon durumunun metilasyon durumu ile iliskisi

Gergek zamanl kantitatif PCR ve Metilasyon MLPA ¢alismalarinda ortak olan 23 gen
icin gen ekspresyon degisikliklerinin hipermetilasyon varligi ile iliskisi Tablo 27 ve 28’de
gosterilmistir. Gen ekspresyonunda degisiklik olmayan hastalar ve genler gosterilmemistir.
Gen ekspresyonu degisiklikleri ile hipermetilasyon varliinin ne derecede anlamli oldugu ise
p kolonunda verilmistir. p degerinin 0,05'ten kiiciik olmasi, istatistiksel olarak anlamli

durumlar1 gostermektedir.
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V. TARTISMA

1. ANALIZ TEKNIKLERINE YAKLASIM

Bu calisma ile diger kanserlerde oldugu gibi meme kanserinde de halen gegerli olan
histopatolojik yaklasim ile evrelendirmeye ve siniflandirmaya genetik temelli bir bakis agisi
getirmeyi planlamistik. Meme kanserinde de diger bir cok kanser gibi tam kanser gelismeden
once hedef hiicrede bir ¢ok epigenetik ve genetik bir ¢ok olay gelismelidir [11,21,376].
Oyleyse meme kanseri ile iliskisi gosterilen bazi timér siipresdr genlerin ekspresyon
diizeyleri ve metilasyon durumlar1 ile hastaligin klinige yansimasi arasinda bir iliski
olabilecegini diistindiik. Bu dogrultuda, tiimor biyobankasindan elde edilen orneklerde gen
ekspresyon diizeylerini incelemek icin bir dizi qRT-PCR ve o genlerin promotor

bolgelerindeki metilasyon durumlarini incelemek i¢cin de mMLPA testleri gerceklestirdik.

1.1. Ger¢ek zamanh RT-PCR ile Kantitasyon

Kantitatif PCR meme kanseri arastirmalarinda siklikla kullanilan degerli bir tekniktir
[350-354]. Standart egriyi kullanan absolut kantitasyon zaman alict ve zahmetliyken
incelenen genin metabolik olaylar, hormonlar, hiicre siklusu gibi hiicresel varyasyonlardan
etkilenmeyen genin/genlerin mRNA miktarina direk olarak oranlanmasi daha kolay ve daha
kesindir. Rolatif kantitasyon olarak bilinen bu yontemin giivenilirligini etkileyen en onemli
faktor verilerin normalizasyonunda izlenen yoldur [367,369,370]. Normalizasyonda
giinimiizde gecerli olan yontem referans genlerin kullanilmasidir [431]. Teorik olarak
referans olarak kullanilan genler in vivo ve in vitro deney kosullarindan etkilenmeden
eksprese edilmelidir. Bununla birlikte yapilan ¢alismalar referans olarak onerilen genlerin bir
kisminin ekspresyonunun differansiyasyon, kanser progresyonu, hormonal metabolizma gibi
durumlarda degistigini gostermistir [432,433]. Bu nedenle de her bir deney kurgulanirken
uygun referans genleri tanimlamak gereklidir. Bu, 0Ozellikle biyolojik Ornekler ile

gerceklestirilen gen profili ve alt grup analizlerinde kii¢iik farkliliklar arastirildiginda
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onemlidir. Reaksiyonlarda kullanilan enzim verimliliklerindeki degisikliklere, RNA
miktarindaki ve kalitesindeki farkliliklara olan duyarlilifi azaltmak i¢in bir referans genden
daha fazla genin kullanilmasi yaygin olarak kabul edilen bir uygulamadir [433,434]. Meme
kanserinin heterojenitesi uygun referans genin test edilmesini zorunlu kilar. Az sayidaki
ornekle yapilan bir c¢alismada normal meme dokusu ve meme tiimoriindeki veri
normalizasyonunda TBP (7ata binding protein), RPLPO (Ribosomal protein large P0) ve
PUMI1 (Drosophila pumilia homolog 1) kullanilmas1 6nerilmekle birlikte [435], 99 6rnekle
gergeklestirilen bizim bir ¢alismamizda, timdr, timor ¢evre dokusu ve normal dokunun
birlikte degerlendirildigi durumlarda PUM1 ve RPL13A (Ribosomal protein 134) genlerinin
kullanilabilecegi gosterilmistir [436]. Yapilan analize ¢evre normal dokusu dahil
edilmediginde PUMI1 geninin B2M (Beta 2 microglobulin) ile birlikte normalizasyonda
kullanilabilecegini gosteren veriler, deneyin kurgulanirken arastirmaya dahil edilen dokularin
niteligine gore referans genlerin segilmesi ve stabilitesinin test edilmesi gerekliligini ortaya
koyar. Biz de bu deneyde tiim 6rnekler i¢in en stabil genler olan PUM1 ve RPL13A ciftini
kullandik.

Gergek zamanli PCR deneylerinin birgogu standart egri tasarisini igermez ve de
amplifikasyon verimliligini tahmin eden yontemi kullanmaz. Biz, ger¢ek zamanli PCR’1n
verimliliginin oran tahmininde anlamli bir etkisi oldugundan, uygun kalite kontroller
olmaksizin gercek zamanli PCR verilerinin giivenilir olmayacagim diisiiniiyoruz. Ornegin,
reaksiyon %80 amplifikasyon verimliligine sahipse (PCR iiriinii, dongii basina iki kat1 yerine
2°% kati artacaktir), sadece 3 ACt degeri, oranda 8 kat yerine 5.27 kat farkliliga denk
gelecektir. Bu problem AACt ya da ACt degerlerinde katlanarak biiyiir ve yorumlarda siddetli
yanligliklara neden olabilir. Bu nedenle insan doku havuzundan elde edilmis evrensel
(universal) referans RNA’dan ¢evrilmis cDNA 6rneginin seri diliisyonlar1 ile her bir genin
amplifikasyon verimliligini belirleyerek verilerin daha giivenilir karsilastirilmasini

sagladigimiz1 diisiiniiyoruz.

1.2. Ger¢ek zamanh PCR’da kalitatif degerlendirme

Kantitatif olmayan metilasyon durumlarinin ekspresyon ile iligkisini degerlendirme

asamasida kantitatif olmayan ekspresyon degerleri kullanildi. Burada normalize skorlar,
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2 13

“azalmig ekspresyon”, “artmis ekspresyon” ve “degisiklik yok” olmak iizere 3 kategoriye
ayrildi. Bu kategoriler yapilirken esik degeri olarak p=0,05 giivenlik araligina denk gelen 1,5
kat kullanildi [419-421]. Bu konuda yazarlar farkli esik degerleri kabul etmislerdi
[420,421,437-440]. Bizim c¢alismamizda duplike ornekler arasinda 1.0 Ct den az farklarin
ortalamasi alinmaktaydi. Ayrica plaklar aras1 varyasyon da kontrol edilmekteydi ve 0,05’den
fazla sapma olmasina izin verilmemekteydi. Boylece durumda deneysel hatalarin sonucu

degistirerek yalanci pozitiflige sebep verme olasilig1 azaldi.

1.3. MLPA da yanhs pozitifligin degerlendirilmesi

Ekspresyon diizeyleri belirlenen genlerin promotor bdlgelerindeki metilasyon
durumlarinin incelenmesi i¢in nispeten yeni ancak multipleks ¢aligsma imkani verdigi i¢in hizli
ve kullanigh bir teknik olan metilasyon MLPA tercih edildi [374]. MLPA teknigi, kendi
reaksiyon dinamigi agisindan ortamdaki varyasyonlara ¢ok duyarli bir teknik oldugu i¢in
sonuglarin degerlendirilmesinde bir takim normalizasyonlar gerekli olmaktaydi. Yazarlarin
nadiren soz ettii bu hesaplamalarin [422] test sonu¢larin1 bir miktar degistirebilmesi olasi
olup, son zamanlarda normalizasyon asamasi i¢in de farkli Oneriler yapilmaktadir [441].
Bizim calismamizda uyguladigimiz multipleks PCR’1 olusturan her bir bilesenin reaksiyon
verimliliklerinin farkli olmasi, kapiller elektroforezde biiyiik fragmanlara ait piklerin
dagilmasi ve PCR sirasinda kiiclik fragmanlarin biiyliklere kiyasla daha etkin amplifiye
olmast durumlarindan kaynaklanabilecek degerlendirme hatalarini azaltan yontemin de
teknigi ilk oOneren ekip ile ¢ok benzer oldugunu gordiik [422,423]. Metilasyon MLPA
sonuglart i¢in farkli yazarlar tarafindan kantitatif, yar1 kantitatif ve kalitatif degerlendirmelerin
Onerilmekteydi [442-444]. Normalize edilmis MLPA sonuglarinin siirekli formdaki
degerlerinin kalitatif hale doniistiiriilmesi i¢in kabul edilen esik degeri hakkinda da farkl
uygulamalar vardi [423,442-445]. Biz, MLPA teknigini gelistiren ve bu konudaki ilk yayini
[380] yapan ekibin Onerileri ve mMLPA sonuclarinda yanlis pozitifligi degerlendiren
caligmalar dogrultusunda, kantitatif olmayan ve esik degerini %25 kabul eden bir hesaplama
ile elde edilen sonuglar1 “metilasyon var” ve “metilasyon yok™ olarak iki gruba ayirdik ve

istatistiksel degerlendirmelere bu sekilde devam ettik [380,445].
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2.GEN EKPRESYONU DEGIiSiKLIKLERININ DEGERLENDIRiLMESI

Hastalara ait timor Orneklerinin tamaminda en az dort timor silipresdr genin
ekspresyonunda 1,5 kat ve fazla azalma gozlenirken, saglikli normal hastalarin hi¢ birinde hig¢
bir gen i¢in ekspresyon azalmasi yoktu. Benzer sekilde hastalarin tamaminda en az iki gende
ekspresyon artis1 vardi. Saglikli normal bireylerde ise ekspresyon diizeylerinde degisiklik 1-
1,5 kat smirlar1 dahilindeydi. Normalize degerler hesaplanirken ikinci basamakta saglikli
normal dokularin ortalamasina oranlandigr i¢in normal dokularda ekspresyon degerlerinin
1,0’a yakin olmas1 beklenmekteydi. Ancak incelenen 23 genin tamami igin ve tiim saglikl
hasta orneklerinde degisiklikler 1,5 kat alt1 oranlarda gozlendiginden, belirgin ekspresyon
degisikliklerinin anlamli oldugu diisiiniildii. Ayrica hasta basina ortalama %38 gende azalma
ve %47 gende artis seklinde goze ¢arpan ve incelenen genlerin en azindan 17’sinde mevcut ve
ortalama 17,1 kat olan ekspresyon (tiimor dokularda) degisikliklerin bazi1 hastalarda yiizlerce
kata kadar ¢ikmasi da bu diisiinceyi destekledi.

Hastalara ait timo6r komsusu normal dokularinin tamaminda daha ¢ok azalma lehine
olan belirgin ekspresyon degisiklikleri gozlendi. Bu, tiimorlesmis dokuda oldugu kadar
kanserogenez sirasinda da dokularda genetik ekspresyon agisindan onemli farkliliklar oldugu
yoniine bir bulguydu. Ayrica ¢alismaya dahil edilen bir benign tiimor 6rneginde, yalnizca 3
gen i¢in artig yoniinde degisikligin gdzlenmemesi, yani dokunun tiimor stipresor ekspresyon
profilinin saglikli normal meme dokusundan istatistiksel olarak farkli olmamasi, s6z konusu
genlerin beklendigi iizere, daha ¢ok malign transformasyon sirasinda etkili olabilecegini
diistindiirmektedir. Komsu normal dokular ile ilgili bir baska husus ise, gen ekspresyon
degisikliklerinin artistan ¢ok, azalma lehine (dokularin tamaminda en az bir genin ekspresyon
diizeyinde azalma varken, ancak %60’inda artis gozlendi). Zaten incelenen genler timor
stipresor genler olduklart i¢in, daha ¢ok ekspresyon azalmasinin gézlenmesi beklenmekteydi.
Oysa ki, timor orneklerinde incelenen genlerin hem artis hem de azalis yoniine olduklari
gorildii. Bu, kansere doniisiimiin ilk donemlerinde tiimor siipresor genlerin fonksiyonlarinin
daha ¢ok azaldigini, daha ileri safthalarda ise iliskilerin ¢ok daha kompleks bir yap1 halini
aldigmi diisiindiirdii. Ayrica komsu normal dokularda tiimore oranla daha fazla gende
ekspresyon azalmasi gozlenirken (15,4/23’¢ karsilik 8,85/23), daha az gende ekspresyon artisi
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(3,60’e karsilik 10,75) gozlenmesi de bu diisiinceyi destekler yondeydi.

Komsu normal dokularda ekspresyon azalmasi yoniine degisiklikler, tiimér dokularina
oranla daha ¢ok dagilmisti (sirastyla 6=6,5 ve 4,38). Soyle ki baz1 komsu normal dokular
ekspresyon profili olarak saglikli dokulara yakinken, baz1 dokular ise tiimor dokularina yakin
profil sergilemekteydi. Bu da kanser olusumunda yonlendirici mekanizmalarin hastadan
hastaya farklilik gdsterdigini diistindiirdi.

Ancak istatistiksel olarak anlamli ve gii¢lii sonuclar elde edilse dahi, tiim bu diisiinceler
baglaminda net bir karar verebilmek ancak daha biiyiik hasta gruplari ile yapilan ¢aligsmalar ile
miimkiin olabilecektir.

Ekspresyon degisiklikleri gen diizeyinde incelendiginde, tiimoér dokularda BRCAI,
TIMP3, BRCA2, ESR1, PTEN, RARB, ATM, CDHI13, RASSF1 ve CASP8 genleri i¢in
ekspresyon diizeyleri, incelenen dokularin en az yarisinda azalmisti. Timor siipresor
genlerden BRCAI1 geninin ekspresyonunun hemen hemen tiim tiimdr dokularinda (%90)
azalmis oldugu gozlenirken, TIMP3, BRCA2 ve ESR1 i¢in de bu oran %70 ve {izerindeydi.

Tiimor dokularda CDKN2A, PAXS, TP53, TP37, PAX6, CD44, GSTP1, THBSI ve
STKI11 genleri ise hastalarin en az yarisinda artmis ekspresyon diizeylerine sahipti. Bunlardan
CDKN2A ve PAXS5, hemen hemen tiim hastalarda (sirasiyla %95 ve %90) artmis
diizeylerdeyken, TP53, TP73, PAX6, CD44, CDKN2B ve GSTP1 igin ise bu oran %70 ve
tizerindeydi. MLH1 geni ise daha sik azalis yoniinde degisikliklere sahip olmasina ragmen,
hastalarin yarisindan fazlasinda degismemis veya artmisti.

Ekspresyon degisikligi miktarlarina bakildiginda ise en ug azalis ve artiglarin goézlendigi
genler sirastyla ESR1(481 kat) ve TP53(172 kat) idi.

Gen ekspresyon paternleri karsilastirildiginda, bazi tiimor siipresér genlerin birbiri ile
ile iligkili oldugu gozlendi. ATM, CASP8 ve MLHI genlerinde gozlenen degisiklik
paternlerinin benzer oldugu goriildii (ikili olarak sirasiyla r=0,78; 0,88 ve 0,75).

RASSF1 ile TIMP3 ve RASSFI ile ATM arasinda iliski giiclii korelasyonlar vardi
(r=0,74 ve 1=0,71). RASFF1 azaligmin genellikle TIMP3 ve ATM azalis1 ile birlikte oldugu
gozlendi. RARB ile CASPS8 genlerinde goriilen degisiklikler de birbiri ile iliskili idi (r=0,72).

Siklikla artis yoniinde degisiklik gosteren TP73 ile TP53 arasinda da giiclii iliski

mevcuttu (0,77). Benzer bulgular daha 6nce farkli kanser tiplerinde de gosterilmisti [460].
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Timor siipresér genler olarak inaktivasyonlarmin timér olusumuna yonelime sebep
olmasiin yani sira, timordeki artmis ekspresyon seviyeleri genellikle agresif ozellikler ile
birliktelik gostermektedir [461,462].

Diger taraftan ESR1 ile CDHI13 ve TIMP3 arasinda orta derecede giiclii ancak
istatistiksel olarak anlamli iliskiler mevcuttu (p<0.001). Ayrica diger iliskilerden farkli olarak
CDH13 ile CD44 arasinda giiclii ve ters bir oranti bulundu (r=-0,71). Yani CDHI3
ekspresyon diizeyleri azalis gosterdiginde, CD44 artmaktaydi.

Komsu normal dokular degerlendirildiginde ise, gen diizeylerinin siklikla degismedigi
gozlendi. Ancak degisiklikler goriilen hastalarda ise, tiimor dokuda en sik artis gosteren
CDKN2A ve PAXS genlerinin yine daha sik artig gosterdigi; CD44 hari¢ diger tiim genlerin
ise siklikla azalig gosterdigi goriildii. Komsu dokuda CD44 genindeki degisiklikler ise ne artig
ne de azalis lehine idi. CDKN2A ekspresyon artisinin dokulardaki yaslanma ile birlikteligi de
gosterilmisti [162,163]. Calismaya katilan ornek sayisi genelleme yapmak icin az olmakla
birlikte, tiimor siipresor olarak degerlendirilen CDKN2A ve PAXS genlerindeki ekspresyon
artisinin  timdorigenezin baglamasinin yami sira, ilerlemesi yoniinde de etkili oldugunu
diistindiirmektedir [236].

Calismaya dahil edilen bir adet benign timoér dokusu ise genellikle normal dokuya
yakin ekspresyon diizeyleri sergilemekle birlikte, CDKN2B ve ESR1 diizeylerinde kabul
edilen esik degerinin hemen iizerinde olan (1,5 kat) diizeyinde sirasiyla artis ve azalig
sergilemekteydi. Bu dokuda ayrica GSTP1 diizeyi de bir miktar artmisti (2 kat). Komsu
normal dokularda ekspresyon profilinin saglikli normal dokulardan farklilik goéstermesi,
kronik hastaliga olan cevap ile iliskilendirilebilecegi gibi, tiimdrigenezin tek noktada lokalize
olarak olusumundan ziyade daha genis bir alanda baglayan pretiimdr olusumlar zemininde

tiimore doniismesini de diistindiirmektedir.
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3. METILASYON DURUMLARININ DEGERLENDIRILMESI

Hastalarin %95’inde en az bir timor siipresér gen bolgesinde hipermetilasyon
gozlenirken, sagliklt normal hastalarin hi¢ birinde, hi¢ bir gen bolgesinde metilasyon yoktu.
Komsu dokularin ise %60’inda en az bir gen metile halde saptandi. Promotor bdlgesi
hipermetilasyonlarinin saglikli dokudan tiimoérlesmeye dogru bir rol oynadigi bilinmekteydi.
Bizim bulgularimiz da bunu destekler yondeydi. Komsu normal dokularda, tiimér dokulara
oranla az sayida da olsa (hasta basina ortalama 0,2/23’e karsilik 3,3/23) baz1 gen bolgelerinde
metilasyon saptandi. Bu da epigenetik susturulma mekanizmasinin kanser olusumunun cevre
dokular1 da etkiledigi; veya kanser olusumunda cevre dokularin katkisi oldugu veya
tiimorlesmenin daha yaygin bir alanda bir zemin iizerinde asama asama geliserek sonunda bir
esigi gecerek noktasal hale geldigi anlamina gelebilir. Belki de bu hipotezlerin tamami bir
arada etki etmektedir. Diger taraftan komsu normal dokularin “normal” olarak
isimlendirilmesinin sebebi histopatolojik bulgularinin  timoér 6zelligi  gdstermemesidir.
Oyleyse bir olasilik da erken satha tiimor davranislarini cerrahi ve mikroskopik bulgularin

tanimlamaya yetersiz kalmasi olabilir.

Genler ile iligkili promotor bolgelerin bazilari i¢in birden fazla prop ¢ifti tasarlanmaisti.
Bu sayede bazi genler i¢in ayni, baz1 genler icin farkli calismalarda olmak iizere, bir gene ait
iki farkli metillenme bolgesi incelenebildi. Bdyle durumlarda, hipermetilasyon saptanan
genlerin ¢ogunun (%77) yalniz bir boélgesinin metilenmis durumda oldugunu gordik. Ve
metilasyon varlig1 gézlenen genlerin arasinda sadece RASSF1 i¢in her iki bolgedeki durumun
tutarli oldugunu gordiik (r=0,9). Yani RASSFI1 hipermetilasyon ile susturulacaksa, bu
genellikle promotor bolge boyunca daha yaygin bir metilasyon paterni ile olmaktaydi. Ancak
testin sinirhiliklar1  sebebiyle (sadece yaklasik 30 baz uzunlugunda 2 boélgenin
degerlendirilmesi) bu durumu RASSF1 icin oOzellestirmek dogru olmayabilir. Olasi
metillenme bolgesinin genisligi [446] ve metilasyon varligimin gozlendigi tizere tiim bolge
lizerinde yaygin olmamasi sebebiyle metilasyon varligi arastirilirken tiim bolgenin taranmasi

belki de daha dogru olacaktir.
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Hem hasta hem de komsu normal dokularda hipermetilasyonun en yaygin olarak

gozlendigi gen RASSF1°di (sirasiyla %32, %40). Hatta komsu normal dokularda 23 gen
igerisinden sadece RASSF1 anlamli derecede metileydi.
Timor dokularinda RASSF1 geninin ardindan en sik metile olan genler CDH13 ve GSTP1°di
(swrastyla %26 ve %21). RASSFI, meme kanseri ile ilgili epigenetik caligmalarda en sik
olarak metile oldugu gosterilen genlerdendir [425,463-467]. RASSF1 geni duktal meme
tiimorlerinde %356-%70 oraninda metile halde saptanmistir [425,466-469]. GSTP1’de de
onceli calismalarda %30-36 civarinda metilasyon saptanmist1 [425,470] ve CDH13 da diger
bazi caligmalarda daha nadir metile halde gozlenmisti [425,471]. Bu farkliklarin sebebi
olarak, meme kanseri fenotipinin heterojen ve kompleks yapist ile birlikte kullanilan
tekniklerin arasindaki farklar oldugu diisiiniildii ve bulgularimizin diger caligmalarla tutarli
oldugu kabul edildi. Evrelendirme ile metilasyon diizeylerinin iligkilendirilmesinde, bu
farklarin agiklayici olabilecegine inanilmaktadir.

BRCA1, BRCA2, ESR1, MGMT, PAX6, RARB ve TP53 genleri promotor bolgelerinde
%11; CDKN2A, MSH6, PAXS, PTEN ve TP73 bolgelerinde ise %5 siklikla metilasyon
saptanirken; ATM, CASPS, CD44, CDKN2B, MLH1, STK11, THBS1, TIMP3 bdlgeleri icin
hicbir hastada metilasyon gozlenmedi. Tiim bu genler icin farkli ¢alismalarda ve farkli
dokularda degisken sikliklarda metilasyon gézlenmisti.

Incelenen genlerin metilasyon durumlar1 arasinda kompleks iliskiler gozlendi.
Genellikle basit iligkiler ile agiklamasi miimkiin olmayan ancak istatistiksel olarak giiclii
(r>0,7) 19 adet korelasyon mevcuttu. Bulunan iligkilerin fonksiyonel olarak ifade edilmesi her
bir alt gruptaki saymin azlig1 sebebiyle yaniltici olabileceginden degerlendirilmedi. Ancak
bunlardan RARB ve BRCA2 arasinda, MSH6 ile THBS1 arasinda ve BRCA2 ile PTEN
arasinda daha sade iliskiler gozlendi. MSH6 ve THBSI1 arasinda mesane kanserinde
progresyonu tahmine yonelik iliskiler gosterilmisti [472]. Diger genlerin metilasyon
durumlan arasinda veya meme kanserinde benzer iligkiler daha once gozlenmemisti. Bu
korelasyonlar, kompleks mekanizmalar ile olusan ve ilerleyen kanseri aciklamak i¢in ¢ok az

sayida veriye sahip oldugu i¢in detayli olarak incelenmedi.
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4. EKSPRESYON DEGIiSIKLIKLERININ METiLASYON iLE iLiSKiSININ DEGERLENDIRILMESIi

Promotor metilasyonlarinin gen ekspresyonunda azalmaya sebep oldugu bilinmektedir.
Bizim c¢alismamizda gozlenen bazi genlerin ekspresyonlarindaki azalmanin metilasyon ile
iliskili olup olmadigi; diger taraftan da metilasyon gézlenen genlerin ekspresyon azalmasina
debep olup olmadigi incelendi. Gen ekspresyon degisiklikleri siirekli sayisal degerleri ile,
ancak parametrik olmadan analiz edildiginde, ekspresyondaki azalmay1 agiklayabilecek
metilasyon durumu yalnizca BRCAI1 geni icin gegerliydi. BRCA1 promotor bolgesinde
metilasyon saptanan hastalarda, gen ekspresyonununun diger hastalara kiyasla daha da
azalmis oldugu gozlendi (p=0,048). Bu durum meme kanserindeki diger bazi ¢alismalar ile de

gosterilmisti [473-476]. Diger kanser tiirlerinde de benzer durum mevcuttu [477,479].

RASSF1 ekspresyon diizeylerindeki azalis sadece metilasyon durumu ile
aciklanamazken, sadece metilasyon olmadig1 durumlarda gen ekspresyonunda atis gozlendigi
gorilmistir (p=0,041). Bu RASSF1’deki ekspresyon azalmasinda farkli mekanizmalarin da
etkili oldugunu gosterirken, ekspresyon artiginin metilasyon ile kontrol altinda tutulabildigini

distindiirmektedir.
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5. GEN EKSPRESYON DUZEYLERININ PREDIKTIF VE PROGNOSTIK FAKTORLERE ETKIiSi

Soygecmisinde kanser hikayesi veren bireyler meme kanseri igin artmis riske sahiptirler.
Bu riskin bir sebebi de genetik temelli olup, baz1 gen bolgelerindeki mutasyonlara baglhdir.
Bizim calismamizda, CDH13, CDKN2B, TP53 ve TP73 ekspresyon diizeyleri, aile hikayesi
olan bireylerde anlamli derecede farkli olarak saptanmistir (sirasiyla p =0,001; 0,004; 0,006
ve 0,001). Aile hikayesi olan bireylerde CDH13 geninin seviyesindeki azalma miktar1 daha
fazla iken, CDKN2B, TP53 ve TP73 genlerinin ise ekspresyon seviyelerinde daha fazla artis
mevcuttu. Diger taraften aile hikayesi olan bireylerde hastalik daha agresif fenotip
sergilemekteydi. Oyleyse bu genlerin ekspresyon durumunun aile hikayesinden ¢ok kanserin
diger prognostik faktorleriyle ilgisi diisiiniilmiistiir. Ancak bu iliskileri yalnizca daha yiiksek

hasta sayilar1 ile daha ileri istatistik analizler uygulayarak ortaya koymak miimkiin olabilir.

Ayrica Gebelik sayisi az olan hastalarda PTEN ekspresyonunun daha diisiik oldugu
gozlenmistir (p<0,001). Ancak bu durumun Orneklerin alt gruplara homojen dagilmamasi
sebebiyle meydana ¢ikmis olmasi da olasidir. Istatistiksel hesaplamalar, az sayida 6rnek ile
degerlendirildiginde anlamli p degerleri elde edilse dahi, istatistiki tahmin giicii diisiik ve

yaniltici olabilmektedir.

CD44 ve BRCA2 ekspresyonlarindaki artis ile BRCA1 ekspresyonundaki azalis uzak
metastaz durumu ile anlamli derecede iliskiliydi (sirastyla p=0,016; 0,033 ve 0,033). CD44’{in
timorigenezde metastaz ve invazyon Tlzerindeki rolii hakkinda farkli diisiinceler one
striilmiistiir. Baz1 yazarlar timdr progresyonu ve metastazda rol oynadigini one siirerken
[447-450,481], baz1 yazarlar ise bu asamalar1 inhibe ettigini savunmaktadir [451,452,480].
CD44’1in farklh varyantlar1 sebebiyle bu tabloya sebep verdigi diistiniilmektedir. Tiimor hiicre
kiiltiirlinde yapilan bir calismada CD44 standart formunun antisens dizisi ile transfeksiyonun
tiimdr hiicre biiylimesi ve metastazi inhibe ettigi gosterilmistir [453]. Klinik c¢aligmalarda
metastatik meme kanseri dokularinda [454] ve ayrica dissemine tumor hiicrelerinin
olusturdugu sekonder doku alanlarinda CD44 ekspresyonundaki artis gosterilmistir [482,483].

Bir hyaloiironik asit reseptdrii olan ve basal membran komponentleri ile iligkide olan
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CD44’iin yliksek seviyelerde eksprese edilmesi ile invazyon ve metastazi tesvik ediyor
olabilir. Nitekim, invazif meme kanseri hiicre hatlarinda, CD44 sinyal yolagmin iki giiclii
kollajen yikan enzim olan sistein proteaz katapsin K ve matris metalloproteinaz MT1-MMP
expresyonunu arttirdigr gosterilmistir [484]. Bir bagka calismada, premenopozal meme
kanseri hastalarinda BRCA1 azalmis ekspresyonunun koétii prognozla iliskisi goriiliirken,
BRCA2 artmis ekspresyonu gosterilmis ancak ekspresyon seviyesi ile prognostik faktorler

arasinda baglanti kurulamamistir [485,486].

Diger taraftan BRCA2 ekspresyonundaki artmanin kétii prognoz ile iliskili oldugu gosterlmis
ve ayni zamanda bunun ER negative tiimorlerde daha belirgin oldugu sdylenmistir [487,488].
BRCA2 artisinin neoadjuvan taksan tedavisine direng ile iliskisi de gosterilmistir [489].
Benzer sekilde BRCAT in survivin proteinini baskilayarak taksan tedavisine hassasiyeti tesvik
ettigi [490] de gozlenmis olup, azalmis BRCA1 ekspresyon diizeylerinin de taksana
yanitsizlik ile iliskilendirilmesi olasidir. BRCA1 ekspresyon diizeylerinde azalma meme
kanseri dokularinda siklikla gosterilmekte olup [491], kimi zaman artmis invazyon, ileri ever
gibi kotli prognoz belirtecleri ile iliskilendirilirken [492-495], kimi zaman da prognostik
belirleyiciligi ve tedaviye cevabi anlamli olmamistir [491]. Hatta azalmis BRCAI1
ekspresyonu ile uzamis sagkalimin iligkilendirildigi ¢aligmalar da mevcuttur [496].

CD44 ekspresyonunun ER negatif hastalarda istatistiksel olarak anlamli derecede artmis
oldugu gozlendi (p=0,006). Bu bulgu, daha fazla sayida meme tiimorii hasta dokulan ile
yapilan benzer caligmalar ile de tutarhidir [484,497]. BRCA1 ve ESR1 gen ekspresyonu
diizeylerindeki azalma da, diger bazi calismalar ile tutarli sekilde [492,493,498], Gstrojen
reseptdrii imiinohistokimya sonuglar1 iliskili idi (sirastyla p=0,007 ve 0,004). Ostrojen
Reseptorii pozitif ve negatif olan tlimorlerin klinik karakterleri ve risk faktorlerinin farkli
olmakla birlikte Ostrojen reseptdriiniin meme kanseri gelisimindeki rolii net degildir [455].
Ancak meme tiimorlerinin yaklagik tigte biri tan1 sirasinda ER negatiftir ve bazilar1 da hastalik
seyrinde negatiflesirler [456]. Genellikle ER pozitif timorlerin daha iyi prognoz gosterdigi ve
hormonal tedaviye cevap verdigi gozlenmektedir [457,458]. O halde BRCA1 ve Ostrojen
reseptoriinlin meme kanseri ile daha ¢ok iliskilendirilen alfa formunu kodlayan ESR1
diizeylerindeki azalma ile birlikte, CD44 diizeyindeki artis, kotli prognoz ve hormon

tedavisine yanitsizlik ile iliskilendirebilir. ESR1 geni ekspresyon diizeylerinin azalmasinin
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yine bir kotii prognoz belirteci olan mitotik aktivite artig1 iligkili oldugu saptanmistir
(p=0,046). Zaten ER pozitif tiimdrlerde dahi ESR1 expresyon azliginin hormonal tedaviye
yanitsizlik ve kotii prognozla iliskisi gosterilmistir [499].

Benzer sekilde HER2 negatif tiimorlerde CD44 ve BRCA2 diizeyinde de anlamli artis
gozlendi (sirasiyla p=0,033 ve p<0,001). Meme kanserinde BRCA2 seviyesinin HER2 +
tiimorlerde artmis oldugu da sdylenmistir [486]. Ancak HER2, meme tiimoérlerinin yaklagik
%20’sinde artmis seviyelerde gbzlenen ve hormon tedavisine diren¢ ve kotii prognoz ile
iliskilendirilen bir faktordiir [459]. Bu bulgu BRCA2 ile birlikte CD44’iin yine kotii
prognozla iliskisini desteklemektedir. BRCA1 ile HER2 seviyeleri arasinda ise iliski
goriilmemistir [493].

Diger taraftan, sagkalim oranlarn ile CD44 seviyeleri retrospektif olarak
degerlendirildiginde CD44’iin artmis seviyelerinin iyi prognozla orantili oldugu goriilmiistiir
[497]. Belki de sag kalimi tahmin etmede molekiiler belirteglerin, halen kullanilan
histopatolojik prognostik faktorlerin yerine, dogrudan prediktif olarak kullanilmasi gerekli

olabilir.

ESR1 ekspresyonu, farkli histolojik tipteki tiimorlerde farkli olarak gozlendi. Duktal ve
lobiiler tip meme kanserlerinde ESR1 anlamli derecede azalmisken, mikt tip tiimorlerde
hemen hemen hi¢ degismedigi gozlendi (p=0,019). Tipler arasinda ER ve HER2 durumu
acisindan anlamli fark yoktu. Duktal ve lobiiler tipin diger spesifik histolojik tiplerden
ayrilmasinin altinda yatan sebeplerden birinin de ESRI geni ile iligkili mekanizmalar
tizerinden oldugu diisiiniildii. Nadir bir tip olan clear cell karsinomundan alinan doku

orneginde ise ESR1 artmis olarak saptandi.
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6. METIiLASYON DURUMLARININ PREDIKTIiF VE PROGNOSTIK FAKTORLERE ETKISi

Ornekler arasinda zaten diisiik oranda gdzlenen metilasyon paternlerinin ayn1 zamanda
daginik olmasi, her bir alt grup i¢in sayiy1 ¢cok azaltmis, cogu degerlendirmede alt gruplarda
hi¢ birey kalmamistir. Bu sebeple istatistiksel hesaplamalar kategorize olmayan beta skorlari
ile ancak parametrik olmayan sekilde tekrarlanmistir. Bu sekilde, metilasyon gézlenen genler
ile prediktif ve prognostik faktorlerin arasinda istatistiksel olarak anlamli olan birgok iliski

hesaplanmustir.

Ancak bunlar incelendiginde, ¢ok azinin gercek bir iligki modelini gosterebildigi
gozlenmistir. Ailede kanser hikayesi, bircok genin metilasyon durumu ile anlamli iliski
icermekteydi. S6zii gecen genler igin ¢ok az sayida metilasyon pozitif 6rnek olmasi sebebiyle
bu durum i¢in, daha agresif tiimor davramiginin gozlendigi bu hastalarda, ailede kanser

hikayesinin karistirici olabilecegi ihtimali diisiiniildii.

RASSF1 metilasyon durumu ile tam1 yas1 arasinda anlamli bir iliski gozlendi
(p=0,043). Geng yasta tan1 konan hastalarda RASSF1 geni genellikle metile degilken, ileri
yasta tan1 konan hastalarda RASSF1 hipermetilasyonu daha sik gozlenmekteydi.

ESR1 promotorunun metile olarak gézlendigi hastalarin HER2 negatif hastalar oldugu
gozlendi (p=0,016). Hipermetile ESR1 gen promotor bolgesi hormonal tedaviye direng ile
iliskili iken, bolgenin Azasitidin [500] veya Ribavirin ile demetilasyonu sonrasi tamoksifene
yanitin artti§1 gosterilmistir [501,502]. Belki de tedaviye direngli hastalara ek tedavi

onerilmesi i¢cin ESR1 metilasyon durumunun takibi 6nemli olabilir.

GSTP1 hipermetilasyonlart meme kanserinde siklikla gézlenmekle birlikte [503-506],
nod pozitifligi [504], ileri histolojik grade [505], ER negatifligi ve hormonal tedaviye
yanitsizlik ile iliskilendirilmistir [506]. Ayrica GSTP1 hipermetilasyonunun hasta
serumlarinda tespit edildigi [503,507,508] ve bunun ER negatifligi ve kotii prognoz ile iligkisi
sOylenmistir [506]. Ancak ince igne biyopsilerinde in situ ve Evre I kanserlerde de
gosterilmistir [509]. Biz, GSTP1 hipermetilasyonunun evre IV ve uzak metastaz varliginda
anlaml derecede sik gozlendigini gordiik (p=0,036). ER pozitif ve negatif hastalar arasinda

ise GSTP1 metilasyon durumu arasinda fark yoktu. Halen meme kanserinin prediktif ve
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prognostik degerlendirmesinde GSTP1’in roliinlin net olarak agiklanamazken, biz de ¢ogu
calismada savunulan GSTP1 metilasyonu ile kotii prognostik degerlerin birlikteligini

gozlemekteyiz. Ancak bu sonucglardan net ¢ikarimlar yapmak veya mekanizmay1 agiklamaya

caligmak yaniltic1 olacaktir.
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VI. SONUC VE ONERILER

Insan genom projesinin tamamlanmasindan beri gecen siire iginde arastirmacilar
laboratuvardaki bulgular hastalar i¢in daha iyi tedavi yontemlerine aktarmak i¢in kullanmaya
basladi. Ancak laboratuvardan klinige dogru olan bilgi akisinin gliclenmesi ve kullanilabilir
hale gelebilmesi i¢in klinikten da laboratuvara bilgi akisinin engelsiz ve siirekli olasi
gerektigini diislinliyoruz. Ancak hastaliin, genetik, cevresel ve hayat tarzi etkenlerinin
iligkisiyle zaman i¢inde gelisen bir siire¢ olarak ele alinmasi gerekli oldugundan &zellikle
kanser alaninda yapilan ve yapilacak olan molekiiler ¢alismalarin degerliliginin artmasinin
ancak klinik ve laboratuvar arasindaki siki isbirligi icinde olmas1 miimkiindiir.

Halen biiyiik olciide cerrahi ve histopatolojik kriterler dogrultusunda gore siiflandirilan
meme kanserinde molekiiler belirteglerin giderek daha fazla kullanilmaya baslanmasi ile
hastaligin prognozunun daha iyi tahmin edilmesi ve daha dogru tedavi yaklagimlari tercih
edilmesi olasidir. Ornegin azalmis BRCA1 ve ESRI diizeyleri ile artmis CD44 ve BRCA
diizeylerinin kotii prognozu ve hormon tedavisine direnci belirtebilmektedir. Benzer sekilde
azalmis CDHI13 diizeyleri ile birlikte giden artmis CD44 diizeylerinin invazyon ve uzak
metastaza egilimi gosteriyor olabilir. Ekspresyon belirtegleri gibi epigenetik belirteclerin de,
ornegin GSTP1 hipermetilasyonunun son evre hastaliklar ile birlikteligi veya ESR1 promotor
metilasyonunun hormon tedavisine yanitsizlik ve koétii prognoz ile iliskisi veya RASSF1
hipermetilasyonunun ge¢ yasta ortaya ¢ikan kanser ile iligkisi, belki de yakin gelecekte bu
Ol¢iimlerin meme kanseri tanisi, tedavi se¢imi ve takibinde rutin uygulamalar arasinda yer
alabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu yolda, ¢ogunlukla kiiciik gruplarda (<100 hasta) ve farkli teknikler ile yapilan ve
degerlendirilen ¢alismalarin sonuglarinin birlestirilmesi ve standardizasyonu énemlidir. Gliglii
istatistiksel sonuglar1 elde etmek i¢in veri madenciligi olarak isimlendirilen kiimeleme ve ¢ok
degiskenli regresyon hesaplamalarinin kombinasyonundan olusan ileri istatistiksel analizlerin
uygulanabilmesi icin genis hasta gruplart sarttir. Bu sebeple, genis gruplar ile ¢ok degerli
caligmalarin hizli ve giivenilir sekilde yapilmasina imkan saglayacak tiimor biyobankalarinin

olusturulmasi ve devamliliginin saglanmasi dncelikli hedeflerden olmalidir.
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Etik kurul onay yazisi

Etik kurul isim degisikligi onay yazisi

Rolatif gen ekspresyon kantitasyonlarinda kullanilacak normalizasyon faktorleri
Referans genlere gére normalize edilmis gergek zamanli PCR verileri
RT-PCR verilerinde genler arasindaki iliski (korelasyon analizi » degerleri).
DNA konsantrasyon ve saflik degerleri

22T cgalismasina ait islenmis fragman analizi elektroferogram

22T/m galismasina ait islenmis fragman analizi elektroferogram

23T calismasina ait iglenmis fragman analizi elektroferogram

23T/m ¢alismasina ait islenmis fragman analizi elektroferogram

. 56T calismasina ait islenmis fragman analizi elektroferogram

56T/m galigmasina ait igslenmis fragman analizi elektroferogram

22T galismasina ait fragman analizi pik degerleri listesi

22T/m galigmasina ait fragman analizi pik degerleri listesi

. mMLPA fragman biiytikliikleri (MEOO1, kesilmemis DNA)

mMLPA fragman biiytlikliikleri (MEOO1, Hhal ile kesilmis DNA)

mMLPA fragman bliytikliikleri (ME002, kesilmemis DNA)

mMLPA fragman biiyiikliikleri (ME002, Hhal ile kesilmis DNA)
Normalizasyon sonrasi metilasyon beta skorlar1 (%)

Kategorize beta skorlari

Ayni1 gene ait birden fazla bolge calisilan durumlarda metilasyon bulgulari
MLPA-01 verilerinde genler arasindaki iliski (korelasyon analizi » degerleri)
MLPA-02 verilerinde genler arasindaki iliski (korelasyon analizi » degerleri)
RT-gPCR verileriyle gerceklestirilen ANOVA testlerine iliskin p-degerleri
mMLPA-01 verileriyle gergeklestirilen ANOVA testlerine iliskin p degerleri
mMLPA-02 verileriyle gerceklestirilen ANOVA testlerine iliskin p degerleri
Ozgegmis

Tezden Yapilan Yayin
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EK 3. Rolatif gen ekspresyon kantitasyonlarinda kullanilacak normalizasyon faktorleri

Ornek Normalizasyon

Ormek Normalizasyon

Omek Normalizasyon

Omek Normalizasyon

22N
22T
23N
23T
24N
24T
25N
25T
26N
26T
27N
27T

1,4061
15,1866
0,7235
0,0308
0,2448
7,8534
1,3163
11,0205
0,0481
5,6585
0,9718
6,2002

28N
28T
29N
29T
30N
30T
31N
31T
32N
32T
50T
52T

0,4693
0,1613
0,4936
1,5805
0,3434
0,0687
3,5727
2,2173
21,2655
5,1469
2,1933
4,3023

53T
54T
55T
56T
57T
58N
58T
59N
59T
60N
60T
61N

1,2246
3,3278
1,7045
1,5323
2,9618
0,0738
1,9485
0,0242
2,0789
0,0651
2,3411
0,0337

61T
62N
62T
63T
64N
64T
N1
N2
N3
N4

0,4833
1,0017
0,0191
0,0932
0,0318
0,7947
0,5886
0,8548
2,1756
0,4824

I



Al

T0T- 80T 00T 9SI- TSOT bTTT-  SKI-  SO°E SO°T  ILLL P69 €60V TI6E 06T OIT  LIT LVT9 PI6T  OL9 WLET  LET-  OLT  SLT 8TLT L9ST  6LOV 9S'ST  L6E €LdL
I0°T-  T0°T  00°T-  TET b00T SKIT- SIP- 80T 60T SLTST SEP- bSPL SLLIT ISLP  98'S  68°L LOPTI SO0°€6 SKTLL P°'IF  S6°6  9TS 91 €9°9T SL'6T 8E80I LI‘T- 98%6T €edlL
SI'I-  SOT  00°1- I€'T-  TTT 6£°19- 89°I- ¥S'T- 65T PEIE-  IL6-  VO'T- 619 886 £0°8- SKOI- IEPh- €196~ €8°PI- SS'ST- 016~ €LTI- 8T8~ PI'L- 65T €0% LOTI-  vT'E ¢ JALL
LT pIT 00T 6IS-  THT  IS6- 9T's- 9S°SI-  90°T  60°L- ILIT- TTTH  €9°LL  LI0E LT IS'T  98%-  9¥'€ €79 PE9L  T0T-  60°T-  OLT-  OLS- 009€ TS9O  OFI- 0SSl [SEHL
I01- 90°1-  00°I 1IL'6S OISk L6€- €51~ LT~  60°L 8%~ €51- 9T  bHI- 8907 bE'€T SLIE 991  L6T- L6°0T £HI-  SOT  8KT- LIl SO'S €8°€E  6S°PT  6LT-  L9T  [[LS
SOT  IT 00T bTE- 6LT- OLPS-  TKP- Ivb- 1091- OS'T- IITE-  bSL 8O- 9S'T S80S LIE-  8K'S- LETH-  LST PO6T-  68T- It 9% STT-  SIT  ITT- LLSI-  SOS- 4SSV
€0T O 00T 08T~ OIT- 0S0b- 9TT 90°S- 80T bT'S T0°T- LTPL  OSH- TL'ST €19 S8OT  9ST- L6°OI- €€°T- 80~  P8T  Ov'L- €LSI- ¥8'S- 009 96'8T  6v'8- bT'S-  guvy
POT-  TOT- 00T OV'I-  TOT  I8L-  ¥SE 16TI- 0T 9T9T- ISLh-  SOT-  8S'S- 19T TLT-  STT 6T 66T LVI- €09-  66°E-  09S-  p9P- I6SS-  SET- 196 8€€-  IL'6 NI
O'- 80T 00°1- PI‘-  PHT Ob'SI-  68°I- €8I~ 6T IFT  8K9 SE'8T TTWL  6LTT  OS'€T  T8TL  68L  OL9 ILTC LTI IS8T €% 9TT 06'ST 9ITT  bS'€  WT- IS9T  9gxvd
601  ITL 00T 97°SE  SS'I  LOE-  6£'S 9ST- LIT-  SIP  LS'€ pI6T LE'ST 6I'S OIS 8S'S 6’8 LSBT LOOE 9081  SS'I  STT ITU- 8097 LITS IS'II  TS'€ ST8T  oXVd
01- €T 00°1- 98T T6T- LS~ LST-  TEE- vl T89-  IT9- ST 6E€-  LOT-  LTT  LLY W€ oL~ 1% OFD  €I- 86'v  €C1- 18'S €€ 9¥'8  SI- €SI 9HSIA
WT 0T 00°T-  PIT- 90°01- T088E-  09°T-  66°9-  LET SLII- SKP9-  bTI- €601-  €9°€  10F  LOOE  9€°T- 9€h-  SOT  8S'€  S€v  TET- ST LOT SOUL-  STT- bEL €T [HTN
00°T-  TOT-  00°T ITLI- OST- €9°%b STT- #0T- 9T SO'8T- €ITI- 00°%C  SET 9 ST P6LT 61T 60T  IIT P9I 90°bE- €0bL- 9TL- TCT- L66I  IS'T- L9€T- PS8T [ INOIN
I0°T- 6I°T- 00T  60°T- €8T PSOT- 6bF- 089  S6T 8PS 0E€T- 00T 6’8 9€'c-  88°€  SIT-  PS9  0€'S  SLS  8S'S  €9°T €I PSS~ €€€ 6LT 65T  PIL  ¥8'S  [JLSD
€01 TIT-  00°T LITS- €KL 16°8- 6€081- 8L~  SHI- PI‘GOI- €59V~ 89°9LI- 09°TIET- ITTIL SETS  6HT- 6L'SOT- POISK-  86°S 98TTT-  06T- 9T L6T- 0SPOb-  OFT-  bE'S TH'SOI- S0PIE-  [yYSH
PCL PO 00T- 67T OET-  LTT-  SKT- 69°€-  OS'T  6bL 9T L9'IE SE€'S9 86 ILIT  9£°€  6£°0S  OL9 6€TL 96T ST 69T HHI- 0T €I- 66T PEPT  £0°T gTINAD
90°I-  SO°T- 00T €K1~ LIT S6% 8T'8S 0L~ LOT T€PF  IIT LIPT  6LT  b6F 99LE  T8'Q €8FL LOOE  OL'S 098 ST S80I S86 6ETL  LTOE  OL9 6ITT  OL'ST vINDIAD
0T STT 00T SLT- ST T9PI- 16T LOSI-  TO'T 08°91- Op'S- 6S0E  Ob'S- PSS €01 SLT LOLb- 99°0TT-  #TT 6IST- 08°€c- $I0T- SESI- 90°6- 610 9T €9TT-  S$89-  ¢CIHAD
I0T-  €0°T-  00°T 98 SI‘T Ty~ T 60T  T0T- S9%T 98‘L- 000 TE9  VO'L  S8ET  TEP  TTS OLIL 60°ST  88'S  LIY KL 9T'e- 98T  vIh  €6'C  SET 9661  HHAD
60°T  80°1- 00T TIT L6'T- 9S°€9- bLI- 86°S  SO'T €9°IT- SELT- SEBI 60SI-  SOI-  T6'h- 10T LLT- 60T 9TE-  O0€T- 891 bL'S-  €IT-  8€T-  LIT  €€°T 86€I-  L6T SV
SO°I- 10T 00T 8p'€- 69T 089~ TI'- 9S'h-  BOT  TST9  OI'T- T80T- TI'S9 €0°6I- T0°ST- SO'LI- 66°8E- PLPS 9E'6l- 68°SI- LVII- S€'SE-  S9°6- TTOb- €8°€E- LTLI- 6V'8S LV'LT-  7vDYd
I0T  T0T 00T LI'Sh- 80°T- €59 09S- 8£0€-  SET 9I'P8-  TCT ¥8'8h- LI'LL- 6£TT- 00°9€- 06'SI- S6°bS- bL'PS- L8'Sh- T8°I9- 89°9I- 68°Sh- 06°ST- 69°9S- 8°€S- 6ILT- 0049~ SO°0- [vOud
T0T 00T 00T ¥8L- 65T 8S'€8- TTT- HOTI-  TIT T0°SE- T80T KU1 S8I- T8LI-  SL'E-  OIT 98I~ LSS TTOb- ISLI-  IKI- OL9-  6€'S- 0L TTL  SLT  SET- €€§ WLV

AN CIN TIN NF9 N9 NI9 NIE NCZ 899 L1y9 129 119 109 I8¢ 19 LSS I1pS 1S L0S Ic¢e LI€ QLo¢ Lec 19C IS¢ LIvc LeC LTC

LIQ[LIOA YD J Tuewrez 3133 SIw[Ipa SZI[eWLIOU 9103 AI9[US SUBIJY ‘t M



88°0 . . ’ 750 .
SH0 . : ‘ ) IS0 ¢ .
WO s . =0 T 6K —mM.. SL'O 690 - MM“M . . : :
b ‘ . ‘ . - -
h o L0 . . . wwam $so . ) . 69°0 . ] . €9°0 SHSI
- - . € : . : .
050 09°0- o0 . 90 , . 90 190 69 : 60 bH0 . : . . THIN
. ¢ M . N . :
op ww. 0 ss0 Lo ‘ . 85°0 : . . . ’ : . LNON
! . . : . €90 €0 8L - - : | . . T ss e
. . ) 8.0 €9 . ’ 2] . dsd
3 3 . 3 .
e wo : : L : : : 90 0o : . 950 v pad
IS0 b9 . =T T . . : . : . . : : . . . 8d
. $9°0  8¥°0 . . . . 0 990 Ls" . . ) . . . SVD
. 3 . N
0 si0 - 190 e0 C s oo . N . ro : : . . NALd
69° : S 75 wo : . 890 . 9b°0-
s’ . ! 69°0 ‘ . . 2l : . ' €70 . . . ’ ‘ “xvd
. . . ©8s0 1L R . TS o - 080 oS . . . . oxvd
3 - . . . .
o €90 690 - . ﬁ : . . e - €90 b NV,M : : . . ISEHL
690 . N . . ee,c . . . €90 . 85 . . . . WLV
: ) 09°0 : . . 080 bL ¢ ' : . . 14SSVY
: . ; L¥0 ‘ 0 85 : ) . . o
. . : . ww. 0 ¢€v'0  0s'0 ¥ : . . : : em.o 6r°0 €THAD
. . . ‘
Pr'o : . . . : : . . a 190 950 S0 90 £dAIL
. . . . €—-
€9°0- . . . ) ’ . . . 95°0 LLO . IS0 . €50~ ¢LdL
¢ . : ¢ : -
c5'0 Wmm,% : : . . b0 os0 10 . oo €sdlL
z z . ) . . ST~ SR . . . W =INad
= : . . ‘ . . VINAIa
2} = 60 ¢ 3 : . o)
T ) & t O 0 90 TH0- . ‘o
2 = = z = g 7z m 3 s o = €50 60 e 0S¢ om.c cvoud
E 35 £ Z z oz B > 2 o 3 1voud
- 10N 172} g = Q @)
o 7] =z 1) T 7] — a
= 2 Z 5 3 3 5 ¥ g g Z
—_ @ bl m g A nv.qw
5 & 5 =

*(11911939p 1 1ZI[eU A bl
I 3 I e
[[eUB UOASB[I0Y) ISI[I IYEPUISEIR IO[USF OPULID[LID
HIS[LIOA D d-1d 'S H



EK 6. DNA konsantrasyon ve saflik degerleri

Ormek ng/pL Ay  Asso/Azso Azeo/Anso Omek ng/uL Ay Azeo/ Azgo Aseo/ Anso
TD22 171,82 3,436 1,90 3,71 TD 66 57,28 1,146 1,96 196
TD 23 76,01 1,52 1,98 3,33 TD 67 19,04 0,381 1,28 0,63
TD 24 61,74 1,235 1,91 3,03 TD 68 15,48 0,31 1,48 -1,22
TD 25 305,22 6,104 1,90 2,26 ND 22 82,29 1,646 1,95 2,17
TD26 90,86 1,817 1,92 2,7 ND 23 8,78 0,176 1,76 -0,55
TD 27 12,63 0,253 215 1,77 ND 24 17,28 0,346 1,84 -5,48
TD 28 4,24 0,085 2,05 -0,69 ND 25 14,94 0,299 1,71 108,67
TD29 71,88 1,438 2,07 1,86 ND 26 17,62 0,352 1,77 0,48
TD 30 18,98 0,38 2,15 1,56 ND 27 22,69 0,454 1,94 1,7
TD31 132,31 2,646 2,05 2,16 ND 28 2,61 0,052 14,82 -0,77
TD32 146,88 2,938 1,97 2,34 ND 29 11,57 0,231 1,60 0,42
TD 50 93,53 1,871 1,90 2,95 ND 30 36,08 0,722 2,58 0,48
TD52 111,38 2,228 1,87 5,07 ND 31 110,05 2,201 2,00 3,75
TD 53 33,96 0,679 2,26 1,33 ND 32 8,01 0,16 1,62 -1,06
TD 54 103,71 2,074 1,83 5,38 ND 58 43,81 0,876 1,69 4,35
TDS55 55,62 1,112 1,83 20,55 ND 59 39,64 0,793 1,75 -3,94
TD 56 107,74 2,155 1,86 4,32 ND 60 11,83 0,237 1,28 -1,01
TD 57 30,68 0,614 1,79 -3 ND 61 101,47 2,029 1,65 1,62
TD 58 81,11 1,622 1,71 1,75 ND 62 149,14 2,983 1,74 2,29
TD59 33,95 0,679 1,90 -5,56 ND 63 7,86 0,157 1,52 -0,44
TD 60 253,74 5,075 1,71 1,59 ND 64 132,36 2,647 1,44 0,85
TD 61 237,33 4,747 1,88 3,23 NN 1 43,12 - 1,76 -
TD62 74,09 1,482 1,93 5,19 NN 2 200,20 - 1,79 -
TD 63 31,87 0,637 2,00 -2,89 NN 3 87,34 - 1,74 -
TD 64 119,04 2,381 1,90 3,38 NN 4 42,12 - 1,75 -
TD 65 143,84 2,877 1,41 0,79

VI
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EK 19. Normalizasyon sonrast metilasyon beta skorlar1 (%)
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29
100

10

BRCAI-2

BRCA2-1

13

35

15

19

BRCA2-2
CASPS8
CD44-1

15

15

CD44-2

55
32

48 41 14

0

CDH13-1

10

25

20

11 18 14

16

36

100

35

CDH13-2

CDKNIB

10

18

14

0
0

CDKN2A-1

100

CDKN2A-2
CDKN2B
CHFR-1

20
23

13
11

CHFR-2
DAPK1

40

100

ESRI1-1

11

10

29

25

12

ESRI1-2
FHIT

21

92
100

37
49

GATAS

39

57

24

GSTP1-1

13

43

21

GSTP1-2
HIC1

12

59
100

IGSF4-1

100

100 100 71 37

50

67

IGSF4-2

17

10

24

16

100

10

MGMT-a 73 19

MGMT-b
MLHI1-a

11

15

XXVI



EK 19 devam

NN3

22TD 23TD 24TD 25TD 26TD 29TD 30TD 31TD 32TD 50TD 52TD 54TD 55TD 56TD 58TD 60TD 61TD 62TD 64TD 66BD 22ND 3IND 61ND 62ND 64ND NNI NN2

MLH1-b
MSH6

PAXS

10

10

22

84

15
15

12
28

19
29

15
100

22
21

25

16

20

23

PAX6

18

PTEN-1

40

12

PTEN-2

100

0

PYCARD
RARB-1

RARB-2

14

28

43

12

36
23

43

13

69
75
100

19
14
100

52 25

36
100

23

73

15

17 12 13 35
14 28

22

56
27

21

RASSF1-a

24

21

21
100

51

23

18

RASSF1-b
RBIl-a

100

100

99

12

12

RBI-b

STK11
THBS1
TIMP3
TP53

10

15

12
27

17

11

22

44

10

17

12
15

TP73-1

26

TP73-2
VHL-1

87

10
16

15

20

VHL-2
WTI1

13

12

50

13

66

17

19

XXVII



EK 20. Kategorize beta skorlari

22TD 23TD 24TD 25TD 26TD 29TD 30TD 31TD 32TD 50TD 52TD S54TD 55TD 56TD 58TD 60TD 61TD 62TD 64TD 66BD 22ND 3IND 61ND 62ND 64ND NNI NN2 NN3

APC

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

ATM-1

ATM-2

BRCAI-1

BRCAI-2

BRCA2-1

BRCA2-2
CASP8
CD44-1

CD44-2

CDHI13-1

CDH13-2

CDKNIB

1
1

CDKN2A-1

CDKN2A-2 |
CDKN2B
CHFR-1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

CHFR-2
DAPK1

ESRI1-1

ESRI1-2
FHIT

GATAS

GSTP1-1

GSTP1-2
HIC1

IGSF4-1

IGSF4-2

MGMT-a

XXVII



EK 20 devam

NN3

22TD 23TD 24TD 25TD 26TD 29TD 30TD 31TD 32TD 50TD 52TD 54TD 55TD 56TD 58TD 60TD 61TD 62TD 64TD 66BD 22ND 3IND 61ND 62ND 64ND NNI NN2

1
1
1
1

MGMT-b
MLHI-a

MLHI1-b
MSH6

PAXS

PAX6

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

PTEN-1

PTEN-2

PYCARD
RARB-1

RARB-2

RASSFl-a

RASSF1-b

RBl1-a

RBI-b

STK11
THBSI1
TIMP3
TPS3

TP73-1

TP73-2
VHL-1

VHL-2
WT1

beta skoru %51-%74, orta siddette hipermetilasyon;

3):

>

(1): beta skoru %0-%25; belirgin metilasyon yok. (2): beta skoru %26-%50; hafif diizeyde hipermetilasyon

(4): beta skoru %75-100, siddetli hipermetilasyon

XXIX
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OZGECMIS

ADI SOYADI: YALIN KILIC

EK 27. Ozgecmis

TC Kimlik No / Pasaport No:

63286037634

Dogum Yil:

1978

Yazisma Adresi :

1727 s. 9/1 Karsiyaka, 35530, Izmir. TR

Telefon : 0(505) 598 56 78
Faks : -
e-posta : yalin.kilic@deu.edu.tr
EGITIM BILGILERI
Ulke | Universite Fakiilte/Enstitii Ogrenim Alam | Derece Mei{ullllllyet
TR Hacettepe Tip Fakiiltesi Tip Lisans 2001
AKADEMIK/MESLEKTE DENEYIM
Kurum/Kurulus Ulke | Sehir Boliim/Birim Gorev Gorev.
Tiri Donemi
Dokuz Eyliil Universitesi | TR | izmir | Saglik Bilimleri Enst. ‘érgf 2002-2007
UZMANLIK ALANLARI
Uzmanhk Alanlan

DiGER AKADEMIK FAALIYETLER
Son Bir Yilda Uluslararasi indekslere Kayith Makale/Derleme Icin 0
Yapilan Damismanlik Sayisi
Son Bir Yilda Projeler icin Yapilan Damismanhk Sayisi 0
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We aimed to determine changes in the expression of the genes
CDH1, CDH13, CD44, and TIMP3 to look for any relationship
between them, HER2 and ESR1 expression at the RNA level, and
the histopathological properties of tumors. We also analyzed the
expression properties of double-negative (estrogen receptor [ER]
and human epidermal growth factor receptor [HER2] both nega-
tive) breast tumors. Expression status was studied in fresh tissue
at the mRNA level with quantitative PCR using hydrolysis probes.
Sixty-two cancer patients and four normal controls were included
in the study. When the tumor group was analyzed as a whole, the
correlations of ESR1 with CDH1, CDH13, and TIMP3 were P < 0.05,
P < 0.005, and P < 0.005, respectively. In ER-positive tumors, CDH1
and CDH13 were correlated directly (P < 0.005) when HER2 was
correlated with CDH1, CDH13, and TIMP3 indirectly (P < 0.005,
P < 0.005, and P < 0.05, respectively). CDH1 and CD44 had a strong
indirect correlation (P < 0.005) in ER-negative tumors. There were
significant differences in the expression levels of the CDH13,
TIMP3, and CD44 genes (P < 0.005, P < 0.005, and P < 0.05, respec-
tively) between the ER-positive and -negative groups. All four
genes were found to be correlated with invasive properties in
both ER-positive and -negative tumors. In double-negative tumor
samples, only CD44 had a significant and strong correlation with
stage, lymph node involvement, and metastasis (P < 0.05,
P < 0.005, and P < 0.05, respectively). As a conclusion, a decrease
in CDH1, CDH13, and TIMP3 expression levels with an increase
in CD44 can be used as an indicator for invasion in both ER-posi-
tive and -negative breast tumors. In double-negative tumor tis-
sues, CD44 can be considered a marker for aggressive properties.
(Cancer Sci 2009; 100: 2341-2345)

B reast cancer is the most common type of cancer and the
most important cause of mortality and morbidity related
to cancer in industrial countries. Several molecular markers
for predicting response to treatment and prognosis have been
introduced. The status of estrogen receptor (ER). which is a
member of the ER nuclear receptor superfamily, is one of
the most declared markers. Transcription of ER and estrogen
is regulated by complicated mechanisms. Two isoforms of
the ER (ER-o and ER-B), which mediates the steroid hor-
mone estrogen, are present; both have similar estrogen bind-
ing affinities but their expression is regulated separately.'”
The role of ER-} expression in breast cancer is not yet clear,
but the presence of ER-o (ESR1) is used as a marker to indi-
cate the potential effectiveness of endocrine treatment.'”
Almost one-third of breast tumors are ER negative at the
time of diagnosis, and some others loose their receptors dur-
ing tumor progression.” Mostly ER-positive tumors have a
better prognosis then ER-negative tumors. They can be suc-
cesstully treated with hormone therapy like tamoxifen and
aromatase inhibitors.*

doi: 10.1111/}.1349-7006.2009.01333.x
@ 2009 Japanese Cancer Association

Epidemiological studies have shown that ER-positive tumors
have a different risk profile compared with ER-negative
tumors.”’ Human epidermal growth factor receptor (HER2) is
another important factor in treatment and prognosis. It is overex-
pressed in 15-25% of breast cancers and is associated with resis-
tance to hormone treatment and bad pmgnosis,"’J

In breast cancer, it is the metastatic disease that causes mor-
tality more than the primary tumor itself. For invasion and
metastasis, breast tumor cells need a motile phenotype, which is
a product of many abnormal gene interactions.”® The invasion
and metastasis process begins when a carcinoma cell no longer
needs stromal support for its mitogenic signals.”’ Many factors,
including adhesion molecules, extracellular matrix (ECM),
destroying metalloproteinases (MMP), and tissue inhibitors of
MMP (TIMP), have roles in this not completely clarified pro-
gess. (1OID

Cadherins are transmembrane glycoproteins expressed on the
epithelial cell surface that mediate intercellular Ca®*-dependent
adhesion, which is important for maintaining normal tissue
structure.''® Reduced expression of cadherin family members
such as like CDHI (E-cadherin) and CDHI13 (H-cadherin) is
observed in many tumors."*'* Even though both genes are
accepted as tumor-suppressor genes, the molecular mechanism
is not yet clear.

CD44 is a cell surface membrane glycopmtein that acts in
cell—cell and cell-matrix adhesions."” Although the standard
form is expressed the most, it has many isoforms formed by
alternative splicing of the 10 exons of a single gene and post-
translational modifications."'® As a cell surface receptor, it
mediates many ligands, including hyaluronic acid, fibronectin,
and osteopontin.’ Studies analyzing the correlation of histo-
pathological features and CD44 expression have produced con-
flicting results.*>** Also, both tumor supressive and tumor
pmgreﬁsion—ggojg}loting roles have been suggested in breast can-
cer patients.'” "

TIMP are natural molecules that inhibit proteolytic activity of
MMP.?¥ The imbalance between MMP and TIMP may affect
cancer invasion and metastasis, and conseqeuntly the clinical
course of the patient.® TIMP-3, which is tightly bonded to the
matrix via heparan sulfate,*” has been shown to have roles in
invasion. apoptosis. and cellular growth in in vitro studies.** "
It has a tumor suppressor role in many malignancies.*?)

No in vive interaction of the genes CDHI1, CDHI3, CD44,
and TIMP3 have been evidenced yet. The present study aims to
display the expression changes of these genes in breast cancer.
The relationship between the RNA levels of the genes CDHI,
CDHI13, CD44, and TIMP3 together with HER2 and ESR1 and
with histopathological features was studied. Also, expression

&To whom correspondence should be addressed.
E-mail: aydancelebiler@gmail.com
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patterns in double-negative breast tumors and differences in the
patterns according to ER and HER?2 status were characterized.

Material and Methods

Patients and tumors. Breast tumors and adjacent non-malig-
nant tissues from the resection margin were obtained from the
Dokuz Eyliil Breast Tumor Biobank under permission of the
local clinical and laboratory research ethical council for analysis
of patient samples. All of the breast tissue samples were col-
lected from patients who had neither chemotherapy nor radio-
therapy before operation. Primary breast carcinomas were
frozen in either liquid nitrogen or on dry ice within 20 min fol-
lowing devascularization, and were stored at —80°C. Frozen sec-
tions were cut from primary breast carcinoma specimens and
stained with hematoxylin—eosin to confirm tumor content. Spec-
imens in which at least 70% of the cells were carcinoma cells
were utilized in this study. The Elston-Ellis modification of the
Scarff-Bloom-Richardson grading system (Nottingham grading
system) is based on a microscopic evaluation of morphological
and cytological features of tumor cells.*? The clinical stage of
the disease was determined according to the American Joint
Committee on Cancer staging manual.** Tumour size (<2 cm
and >2 cm) and status of involved lymph nodes (none and one
or more nodes) were evaluated separately. ER and HER2 recep-
tor status were assessed on histological sections by standard
immunohistochemistry (IHC). THC was scored qualitatively
exploiting the semiquantitative results of ER and HER2 to
accept staining of 10% or more and 3+ as positive, respectively.
Normal control breast tissues were obtained from breast reduc-
tion surgeries of otherwise healthy patients. All of the macro-
scopic and microscopic examinations were carried out by the
same pathologist.

DNA and RNA extraction. DNA and RNA isolations were
done using fresh tissue that was immediately analyzed by the
pathologist after surgical resection. Approximately 10-20 pg of
DNA was isolated from | mg of tissue pieces using the spin
column technique (genomic DNA extraction, Mini-Tissue; RBC
Bioscience, Taipei, Taiwan) after mechanical homogenization
(micropestle made with polypropylene) of the tissue. DNA con-
centration and purity was measured with an UV spectrophotom-
eter (UV-3600; Shimadzu, Kyoto, Japan).

Quantitative PCR. The cDNA was synthesized using 0.2 pg
random primers and 200 U moloney murine leukemia virus
reverse transcriptase (Revertaid First Strand; Fermentas, Vilnius,
Lithuania) DNA polymerase at 42°C for 90 min.

Specific primers and hydrolysis probes for CDHI, CDHI3,
CD44, TIMP3, ESRI, HER2, HER4, and the housekeeping genes
ACTB (B-actin), B2M (B-2-microglobulin), RPLI3A (ribosomal
protein L13a), and PUMI (homolog of Pumilio, Drosophila)
were designed using a universal probe library database (Roche
Diagnostics, Mennheim, Germany) (Table 1), and quantitative

PCR (gPCR) was set up on a 96-well plate (Mx3000P; Strata-
gene, La Jolla, CA, USA).

A calibrator RNA of a pool of human RNA (Universal
Human Normal Tissue RNA; BioTaq. Bioline, UK) was used
for optimization of primer and probe combinations and plotting
standard curves. Universal RNA was converted to its cDNA
using random hexamer primers at once and diluted to a pool to
minimize any experimental variations. In calculations of stan-
dard curves, at least five different dilutions of the calibrator
cDNA were used, each in triplicate.

qPCR reactions were set up in a 20-pL volume with 10 L 2x
Tagman master mix (RBC Bioscience), 0.2 pL (200 nM) of
each primer, and 0.2 pl. (100 nM) probe starting with 2 pl
cDNA template. The reaction profile was 50 cycles of 30 s at
95°C, 40 s at 59°C, and 20 s at 72°C after 10 min of initial
denaturation and hot-start activation. Fluorescence readin%s was
done at the end of the annealing step. The formula 272%%" was
used to calculate relative quantitation values from data of an
individual sample to normalize it with its housekeeping gene for
comparison with normal tissue to show fold differences in
expression.'”

Intra-run and inter-run coefficiencies of variation (CV) were
calculated for the whole experiment. When PCR were set up in
parties of 96 at once, a duplicate of PUMI at two different con-
centrations of universal cDNA (10 and 0.1 ng/pL) was repeated
in each plate to standardize inter-run differences.

Statistics. SPSS 15.0 (SPSS Inc. Chicago. USA) was used in
statistical analysis to do: Kolmogorov—Smirnov and Shapiro—
Wilk tests for normal distribution analysis of data groups; Krus-
kal-Wallis and Mann—Whitney U-tests for searching any statis-
tical difference between groups, clinical parameters, and gene
expression levels; and Spearman and Pearson correlation analy-
sis for any relationships in the expression patterns of genes. Log
and —1/log of data were used in the calculations for positive
and negative data, respectively.

Results

Individuals. Sixty-six samples from 66 individuals grouped as
four normal (ages 30-41 years; mean 36 years; median
36.5 years) and 62 invasive tumors (ages 26-81 years; mean
53.2 years; median 51 years) were included in the study. The
histopathological specifications and ER status of the tumors are
shown in Table 2.

Reliability of gRT-PCR. The absorbance ratios of 260/280 nm
for the RNA isolated from tissue samples were 1.95-2.12
(0.03). Intra-run CV% for all gRT-PCR reactions were (.0342
and 0.042, and inter-run CV% were 0.042 and 0.024 for 10 ng
and | ng initial concentrations, respectively.

Efficiency. slope, and RSq values for reference and target
genes were calculated by the MxPro analysis software of the
Stratagene Mx3000P device and are shown in Table 3. The RSq

Table 1. Primer and probe list for quantitative PCR

Gene GenBank/EMBL name Primer 1 (forward) Primer 2 (reverse) UPL probe number
CDH1 ENS5G00000039068 gccgagagctacacgttca gaccggtgcaatcticaaa 80
CDH13 EMSGO00000140945 gecgtgtacactgctcteticc aaagtcccagtgoccgtag 59
D44 ENS5GO00000026508 tggatcaggcattgatgatg gtcaaaagcccgtggtgt 67
TIMP3 ENSGO00000100234 ctgtgcaacttcgtggagag ggcaggtagtagcaggacttg 14
ESR ENSGO00000091831 ttactgaccaacctggcaga atcatggagggtcaaatcca 24
HER2 EN5G00000141736 gggaaacctggaactcacct coctgeacctectggata 4
RPLI3A NM_012423 gaggcccctaccacttcc aacaccttgagacggtccag 28
Bz2Mm NM_004048 taggagggctggcaacttag cttatgcacgcttaactatcttaacaa 32
ACTB NM_001101 ccaaccgrgagaagatga ccagaggcgtacagggatag 64
PUM1T NM_001020658 agtgggggactaggcgttag gttttcatcactgtctgeatcc 22

UPL, universal probe library.
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Table 2. Histopathological features of the patients

i g ER negative ER positive Total
Characteristics
n %t n % ¥ n %§

Age at diagnosis (years)

<50 9 50 20 455 29 46.8

50< 9 50 24 54.5 33 53.2
Stage

1 3 16.7 12 273 15 24.2

2 8 44.4 12 27.3 20 32.3

3 4 22.2 15 341 19 30.6

4 3 16.7 5 114 g 12.9
Nuclear grade

1 1 5.6 5 114 6 9.7

2 6 333 21 4717 27 43.6

3 10 55.6 18 409 28 45.2

Unknown 1 5.6 - - 1 1.6
Histological grade

1 0 - n 25 11 17.7

2 7 38.9 12 273 19 30.6

3 3 16.7 2 4.5 5 8.1

Unknown 8 44.4 9 20.5 17 27.4
Mitotic activity

1 6 333 21 417 27 43.6

2 4 222 14 31.8 18 29

3 7 389 7 159 14 22.6

Unknown 1 5.6 2 4.5 3 4.8
Tubular differentiation

1 0 - 4 9.1 4 6.5

2 4 22.2 20 455 24 38.8

3 11 61.1 20 455 N 50

Unknown 3 16.7 - - 3 4.8
Tumor size

<20 mm 5 27.8 22 50 27 43.6

>20 mm 11 61.1 21 47.7 32 51.6

T 2 1.1 1 2:3 3 4.8
Nodal involvement

No 9 50 18 409 27 43.6

N positive 9 50 26 59.1 35 56.5
Metastasis

Negative 15 83.3 39 88.6 54 87.1

Paositive 3 16.7 5 14 8 12.9
HER2t

Negative 8 444 6 13.6 14 22.6

Paositive 10 55.6 36 81.8 46 74.2

Unknown - - 2 4.5 2 3.2

tHer2 positive, 3+ expression by immunostatin; *percentage in the
group; Spercentage in the total number of patients. Tx, unknown
tumor size.

Table 3. Gene amplification efficiencies

Gene Efficiency (%) Slope RSgt
CDH1 100.4 3.313 0.997
CDH13 99.8 3.326 0.997
CD44 100.4 3.312 0.999
TIMP3 99.4 3.337 0.999
ESR1 101 3.299 0.999
HERZ 976 3.380 0.998
RPL13A 101 3.288 0.998
B2M 86.1 3.717 0.999
ACTB 100.2 3.318 1.000
PUM1 101.4 3.327 0.996

tRSq value is a calculated assessment of the fit of the standard curve
to the data points plotted.

Celebiler et al.

value is a calculated assessment of the fit of the standard curve
to the data points plotted.

In the whole group, the PUM1 gene was ranked as the most
stable gene (stability score (0.229; standard error 0.104) and pre-
ferred for use in normalization.

Gene expression data. There were strong and significant
correlations between the THC and gRT-PCR results for ER
and HER2 (v = 786, P = (0.000 and r = 710, P = 0.000, respec-
tively).

In the whole tumor group, the levels of ESR1 and CDHI,
CDHI13, and TIMP3 had significant correlations (r = 256,
P = 0.021; r = 566, P = 0.000; and r = 409, P = 0.000, respec-
tively).

In ER-positive tumors, the observed correlation was direct
between the expression of CDHI and CDHI3 (r =424,
P = 0.004), but indirect between HER2 and CDHI1, CDHI13,
and TIMP3 (= =510, P =0.000; r=-423, P =0.004,
and r = —386, P = 0.01, respectively). There was an indirect
correlation between CDHI and CD44 in ER-negative tumors
(r = =666, P = 0.003).

There were significant differences in the expression of
CDHI3, TIMP3, and CD44 between the ER-positive and
ER-negative groups at the levels of 0.001, 0.001, and 0.05,
respectively (Fig. 1). The expression of these genes was not
significantly different when grouped as HER2-positive and
HER2-negative.

Table 4 shows the correlation between gene expression levels
and histopathological features, when grouped according to ER
status. In double-negative tumor samples, CD44 gene expression
levels had strong and significant correlations with stage. nodal
involvement, and metastasis (r= 848, P = 0.008; r =756,
P = 0.003; and r = 845, P = 0.008, respectively).

Discussion

This is one of the exceptional studies in the literature in which
intra- and inter-study CV are calculated to show the reliability
of the results of gRT-PCR experiments. Both CV were below
0.005, indicating the analytical validity. The normalization step
in the analysis of RNA level expression studies has a direct
effect on the experimental results. Incorrect assignment of the
unstable reference gene may lead to wrong decisions based on
these deflected results.*® Instead of the influential B2M and
ACTB genes, the PUMI gene was calculated as the most stable
gene and used for the purpose of normalization in our study.”
Comparison with normal breast tissue is a very simple and confi-
dent method to show the fold difference in expression.

Breast cancer has a heterogenous nature and patients with
similar histopathological diagnosis can have different clinical
prognosis and respond differently to the same therapy.“™
Improving the clinical management of breast cancer is only pos-
sible with more data on the biological behavior of the tumor. In
the present study, genes related with metastatic and invasive
properties are compared with the conventional histopathological
features of the tumor, which specifies the biological behavior of
the tumor.

The role of CD44 in the regulation of metastasis and invasion
in tumorigenesis is controversial. Some authors suggest its role
in tumor progression and metastasis®® #* while others suggest
that it inhibits these courses.****’ It is highly possible that dif-
ferent variants of this gene and post-translational modifications
of the product may lead to ditferent conclusions in studies with
different methods. It was shown that transfection with antisense
CD44 inhibits tumor cell growth and metastasis:*> and expres-
sion levels of the standard form of CD44 and its variants are
increased in metastatic breast carcinoma.*® The idea of expedi-
tion to invasion®”*® is also supported by our data, which
reflects the standard form of CD44. This effect is more obvious

Cancer S5ci | December 2009 | wvol. 100 | no.12 | 2343
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Fig. 1. CDH13, TIMP3, and CD44 gene expressions
L2 i 3 % — - versus estrogen receptor (ER) status (mean
ER ER ER SE).

Table 4. Correlation between gene expression and histopathological features of the tumor

CDH1 CDH13 cDb44 TIMP3 ESR1 HER2
Characteristics
ER* ER™ ER* ER™ ER* ER™ ER* ER™ ER* ER™ ER" ER™

Stage 1l L - - T 1 1 - - i -
Nuclear grade Ll - - - - - - 1l 1 T -
Histological grade 1 - - - T - - - - - -
Tubular differentiation 1 = 1 1 = L = = = == i
Tumor size i = = - - = = = = = =
Nodal involvement Ll L L - TT L Ll - - T -
Metastasis = = = = T = = = T =

1, 0.05 level; 1., 0.001 level significance indirect; T, 0.05 level; TT, 0.001 level significance direct.

in ER-negative tumors compared with ER-positive tumors. The
cell adhesion mechanism for binding of tumor cells to the ECM
and basal membrane has an important role in tumor invasion.
Migration via ECM is favoured in the CD44 and hyaluronic acid
interaction for degradation of basal membrane. Upregulation of
the standard form of CD44 in tumors may lead to more aggres-
sive and spreading cells. In double-negative (ER and HER2 neg-
ative) tumor samples, correlation of CD44 with stage, nodal
involvement, and metastasis supports this idea. In more aggres-
sive ER-positive tumors, a similar situation is observed reveal-
ing that CD44 is not only dependent on estrogen.

Decreased expression of CDHI is one of the most prominent
changes in cancer, signifying its tumor suppressor role.”*” How-
ever, CDHI expression changes are not related to advanced-
grade ER-negative and metastatic individuals. Our data shows
that CDHI1 and ESR1 levels are related and suggests a correla-
tion between decreased levels of the CDHI gene with impaired
tumor phenotype and ESRI1 expression. Similar situations are
observed in CDHI3 expression changes. Poor differentiation is
shown to be associated with decreased levels of CDHI3 in
ER-negative tumor samples.

Our results indicate higher TIMP3 RNA levels in steroid
receptor-positive samples. We found a decrease in the levels of
TIMP3 RNA when tumor cells gain invasive properties and
loose their differentiated state. A negative correlation between
TIMP3 and HER2 also suggests these circumstances.

The patterns of gene expression in ER-positive and ER-nega-
tive tumors and their relationships with HER2 and ESRI levels
may have great importance in comprehending molecular patho-
genesis, and should be verified in large sample groups. To guess
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tumor behavior, using multiple markers is no doubt better than a
single marker, minimizing possible errors.

As a conclusion, decreased CDHI, CDHI13, and TIMP3 with
increased CD44 gene expression levels can be used as an indica-
tor for invasion in both ER-positive and ER-negative breast
tumors. In double-negative tumor tissues. CD44 can be consid-
ered a marker for aggressive properties. However, additional
assays in a larger series of patients with long follow up will be
necessary to confirm these results of gene expressions in ER-
positive and ER-negative tumors and their relationship with
HER?2 and ESR1.

Author Contribution

ACC conceived the statistical analysis of data from molecular genetic
studies designed by ACC with MS and performed by ACC and YK. SS
and AIS helped in selecting patients and supplying tissues. TC carried
out pathological evaluations and ZB maintained the coordination of clin-
ical data of the patients. The manuscript was written by ACC and YK,
and read and approved by all authors.

Funding

This study is supported by The Scientific and Technological Research
Council of Turkiye (TUBITAK) and Dokuz Eylul University.

Disclosure Statement

The authors declare that they have no conflict of interests.

2 Hortobagyi GN. Treatment of breast cancer. N Engl J Med 1998; 339: 974-84.

3 Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group. Effects of chemo_
therapy and hormonal therapy for early breast cancer on recurrence and
15-year survival: an overview of the randomised trials. Lancer 2005; 365:
1687-717.

dei: 10.1111/1.1349-7006.2009.01333.x
® 2009 Japanese Cancer Association



L

2

22

2

[

Smith 1E, Dowsett M, Ebbs SR efal. Necadjuvant treatment of
postmenopausal breast cancer with anastrozole, tamoxifen, or both in
combination: the Immediate Preoperative Anastrozole, Tamoxifen, or
Combined with Tamoxifen (IMPACT) Multicenter double-blind randomized
trial. J Clin Oncal 2005; 23: 5108-16.

Colditz GA, Rosner BA, Chen WY, Holmes MD, Hankinson SE. Risk factors
for breast cancer according to estrogen and progesterone receptor status.
J Natl Cancer Inst 2004; 96: 218-28,

Francis G, Beadle G, Thomas 5, Mengersen K, Stein $. Evaluation of
oestrogen and progesterone Tteceptor status in HER-2 positive  breast
carcinomas and correlation with outcome. Pathology 2006; 38: 391-8.
Entschladen F, Drell TL IV, Lang K, Joseph J, Zaenker KS. Tumour-cell
migration, invasion, and metastasis: navigation by neurotransmitters. Lancet
Onecol 2004 5: 254-8.

Eccles SA. Targeting key steps in metastatic tumour progression. Curr Opin
Genet Dev 2005; 15: 77-86.

Keen JC, Davidson NE. The biology of breast carcinoma. Cancer 2003; 97:
825-33.

Vemon AE, LaBonne C. Tumor metastasis: a new twist on epithelial-
mesenchymal transitions. Curr Biol 2004; 14 R719-21.

Lambert E, Dasse E, Haye B, Petitfrere E. TIMPs as multifacial proteins. Crit
Rev Oncol Hematol 2004; 49: 18798,

Takeichi M. Morphogenetic roles of classic cadherins. Curr Opin Cell Biol
1995: 7: 619-27.

Berx G, Van Roy F. The E-cadherin/catenin complex: an important
gatekeeper in breast cancer carcinogenesis and malignant progression. Breast
Cancer Res 2001; 3: 289-93,

Toyooka KO, Toyooka S, Virmani AK et al. Loss of expression and aberrant
methylation of the CDHI13 (H-cadherin} gene in breast and lung carcinomas.
Cancer Res 2001; 61: 455060,

Naor D, Nedvetzki S, Golan 1, Melnik L, Faitelson Y. CD44 in cancer. Crit
Rev Clin Lab Sci 2002; 39: 327-79.

Naor D, Sionov RV, Ish-Shalom D. CD44 structure, function, and association
with the malignant process. Adv Cancer Res 1997; 71: 241-319.

Aruffo A, Stamenkovic I, Melnick M, Underhill CB, Seed B. CD44 is the
principal cell surface receptor for hyaluronate. Celf 1990; 61: 1303-13.
Jalkanen S, Jalkanen M. Lymphocyte CD44 binds the COOH-terminal
heparin-binding domain of fibronectin. J Cell Biol 1992; 116: 817-25.

Weber GF, Ashkar 5, Glimcher MJ, Cantor H. Receptor—ligand interaction
between CD44 and osteopontin (Eta-1). Science 1996; 271: 509-12.

Gotte M, Yip GW. Heparanase, hyaloronan, and CD44 in cancers: a breast
carcinoma perspective. Cancer Res 2006; 66: 10233-7.

Morris SF, O'Hanlon DM, McLaughlin R, McHale T, Connolly GE, Given
HF. The prognostic significance of CD44s and CD44v6 expression in stage
two breast carcinoma: an immunohistochemical study. Euwr J Surg Oncol
2001; 27: 527-31.

Auvinen P, Tammi R, Tammi M, Johansson R, Kosma VM. Expression of
CD44s, CD44v3 and CD44v6 in benign and malignant breast lesions:
correlation and colocalization with hyaluronan. Histopathology 2005; 47:
420-8.

Watanabe O, Kinoshita J, Shimizu T er al. Expression of a CD44 variant and
VEGE-C and the implications for lymphatic metastasis and long-term
prognosis of human breast cancer. J Exp Clin Cancer Res 2005; 24: 75-82.
Diaz LK, Zhou X, Wright ET er al CD44 expression is associated with
increased survival in node-negative invasive breast carcinoma. Clin Cancer
Res 2005: 11: 3309-14.

Fassina G, Ferrari N, Brigati C ef al. Tissue inhibitors of metalloproteases:
regulation and biological activities. Clin Exp Metastasis 2000; 18: 111-20.
Freije J, Balbin M, Pendas AM, Sanchez LM, Puente X5, Lopez-Otin C.
Matrix metalloproteinases and tumor progression. Adv Exp Med Biol 2003;
532: 91-107.

Yu WH, Yu 8, Meng Q, Brew K, Woessner JF Jr. TIMP-3 binds to sulfated
glycosaminoglycans of the extracellular matrix. J Biol Chem 2000, 275:
31226-32.

Baker AH, George SI, Zaltsman AB, Murphy G, Newby AC. Inhibition of
invasion and induction of apoptotic cell death of cancer cell lines by
overexpression of TIMP-3. BrJ Cancer 1999; 79: 1347-55.

Celebiler et al.

29

30

3

32

33

34

35

36

37

38

39

40

4

4

L

44

45

40

47

48

49

Bond M, Murphy G, Bennett MR, Newby AC, Baker AH. Tissue inhibitor of
metalloproteinase-3 induces a Fas-associated death domain-dependent type 11
apoptotic pathway. J Biol Chem 2002; 277: 13787-95.

Leco KJ, Waterhouse P, Sanchez OH er al. Spontanecus air space
enlargement in the lungs of mice lacking tissue inhibitor of
metal loproteinases-3 (TIMP-3). J Clin Invest 2001; 108: 817-29.

Ahonen M, Ala-Aho R, Baker AH ef al. Antitumor activity and bystander
effect of adenovirally delivered tissue inhibitor of metalloproteinases-3. Mol
Ther 2002; 5: 705-15.

Loging WT, Reisman D. Inhibition of the putative tumor suppressor gene
TIMP-3 by tumor-derived p53 mutants and wild type p33. Oncogene 1999;
18: Te08-15.

Simpson JF, Gray R, Dressler LG ef al. Prognostic value of histologic grade
and proliferative activity in axillary node-positive breast cancer: results from
the Eastern Cooperative Oncology Group Companion Study, EST 4189. J Clin
Oncoel 2000; 18: 2059-69.

Singletary SE, Connolly JL. Breast cancer staging: Working with the sixth
edition of the AJCC Cancer Staging Manual. CA Cancer J Clin 2006; 56: 37—
47.

Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 2(—Delta Delta C(T)) method. Methods
2001; 25: 402-8.

Jacques BK, Roelofs RW, Giesendorf BA er af. Normalization of gene
expression measurements in tumor tissues: comparison of 13 endogenous
control genes. Lab Invest 2005; 85: 154-9.

Lyng MB, Laenkholm AV, Pallisgaard N, Ditzel HJ. Identification of genes
for normalization of real-time RT-PCR data in breast carcinomas. BMC
Cancer 2008; 8 20.

Osborne C, Wilson P, Tripathy D. Oncogenes and tumor suppressor genes in
breast cancer: potential diagnostic and therapeutic applications. The
Oncologist 2004; 9: 361-77.

Kurozumi K, Nakao K, Nishida T, Nakahara M, Ogino N, Tsujimoto M.
Significance of biologic aggressiveness and proliferating activity in papillary
thyroid carcinoma. World J Surg 1998; 22: 123742,

de Alava E, Panizo A, Sola I, Rodriguez-Rubio Fl, Pardo-Mindan FJ. CD44v6
expression is related to progression in renal epithelial tumours. Histopathology
1998; 33: 3945,

Bankfalvi A, Terpe HJ, Breukelmann D ef al. Immunophenotypic and
prognostic analysis of E-cadherin and B-catenin expression during breast
carcinogenesis and tumour progression: a comparative study with CD44,
Histopathology 1999; 34: 25-34.

Kanke M, Fujii M, Kameyama K et al. Role of CD44 variant exon 6 in
invasion of head and neck squamous cell carcinoma. Arch Otolarvngol Head
Neek Surg 2000; 126: 1217-23.

Sillanpdi S, Anttila MA, Voutilainen K er al. CD44 expression indicates
favorable prognosis in epithelial ovarian cancer. Clin Cancer Res 2003; 9
(14} 5318-24.

Ngan CY, Yamamoto H, Seshimo 1 er al. A multivariate analysis of adhesion
molecules expression in assessment of colorectal cancer. J Surg Oncol 2007;
95: 652-62.

Yu Q. Toole BP. Stamenkovic 1. Induction of apoptosis of metastatic
mammary carcinoma cells in vivo by disruption of tumor cell surface CD44
function. J Exp Med 1997; 186: 1985-96.

Naor D, Sionov RY, 1sh-Shalom D. CD44, structure, function, and association
with the malignant process. Adv Cancer Res 1997; 71: 241-319.

Lopez JI, Camenisch TD, Stevens MV, Sands BJ, McDonald J, Schroeder JA.
CD44 attenuates metastatic invasion during breast cancer progression. Cancer
Res 2005; 65: 6755-63.

Choi SH, Takahashi K, Eto H, Yoon S8, Tanabe KK. CD44s expression in
human colon carcinomas influences growth of liver metastases. Int Jf Cancer
2000; 85: 323-6.

Gamallo C, Palacios J, Suarez A et al. Correlation of E-cadherin expression
with differentiation grade and histological type in breast carcinoma. Am J
Pathol 1993; 142: 987-93.

Cancer Sci | December 2009 | wvol. 100 | no.12 | 2345

® 2009 Japanese Cancer Association



XLV



